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РЕФЕРАТ 

Монография посвящена современному состоянию проблемы, 
связанной с разработкой и использованием методов диагностики 
аллергии in vitro. 

Методы аллергодиагностики in vitro отличаются полной без¬ 
вредностью (аллерген не вводится в организм больного), возмож¬ 
ностью повторных исследований с различными интервалами между 
ними, объективными критериями учета реакций. Некоторые из 
методик, в частности, тест ППН характеризуется экснресспостью. 
Как в отечественной, так и в зарубежной литературе до настояще¬ 
го времени нет руководства, специально освещающего теоретиче¬ 
ские основы аллергодиагностики in vitro с использованием лей¬ 
коцитов крови, ее практические возможности. 

Настоящая монография имеет целью восполнить этот пробел. 
В ней содержится анализ данных мировой литературы в отношении 
качественных особенностей сенсибилизированных лейкоцитов кро¬ 
ви. Обосновывается механизм аллергических реакций лейкоцитов. 
Специальные главы содержат сведения об особенностях аллергиче¬ 
ских реакций лейкоцитов зернистого и незернистого ряда. Приве¬ 
дены сведения о результатах диагностики in vitro при различных 
инфекционных процессах в неинфекционных аллергических забо¬ 
леваниях. Сопоставляются результаты диагностики in vitro и in vivo. 

В книге изложены методы, связанные с применением грануло- 
цитов и лимфоцитов крови, тучных клеток соединительной ткани 
и ряд других. Особое внимание уделено разработанному автором 
тесту ППН (показатель повреждения нейтрофилов). 

Монография рассчитана на широкие круги научных сотрудни¬ 
ков, интересующихся проблемами аллергии, и практических вра¬ 
чей: аллергологов, инфекционистов, терапевтов, педиатров. 
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ПРЕДИСЛОВИЕ 


Предлагаемая вниманию читателей книга принадлежит 
перу известного специалиста в области исследования спе¬ 
цифических реакций лейкоцитов крови. Начиная с осно¬ 
вополагающих и классических работ И. И. Мечникова 
выяснение роли этих элементов в формировании иммуни¬ 
тета постоянно привлекало внимание исследователей. Од¬ 
нако еще сравнительно недавно, в начале 60-х годов, Меж¬ 
дународный форум иммунопатологов констатировал от¬ 
сутствие тестов, пригодных для выявления аллергии in 
vitro. Серьезным стимулом, обеспечившим успехи на этом 
пути, явилось бурное развитие аллергологии, вызванное 
повсеместным увеличением числа аллергических заболе¬ 
ваний. 

Значение методов диагностики in vitro для клиники 
определяется прежде всего тем, что они избавляют от необ¬ 
ходимости вводить в организм высокосенсибилизированно- 
го больного активные в антигенном отношении препараты, 
которые могут вызвать общие или очаговые реакции. Спе¬ 
цифические изменения со стороны лейкоцитов крови более 
адекватно характеризуют клинические фазы аллергических 
процессов, чем накожные или внутрикожные пробы. 

Автор монографии является создателем оригинальной 
методики — теста ППН (показатель повреждения нейтро¬ 
филов), который нашел весьма широкое применение в кли¬ 
никах и лабораториях. Помимо этой пробы, в книге 
рассматриваются и такие реакции, как дегрануляция базо- 
филов и тучных клеток, феномен бласттрансформации 
и задержки миграции лейкоцитов, специфический лей- 
колиз. 

Особая ценность монографии состоит в том, что автору 
удалось на современном теоретическом уровне разобрать 
сложные вопросы механизма аллергических реакций лей¬ 
коцитов крови и тучных клеток и показать предпосылки 
их применения в диагностических целях. Специальные 
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разделы посвящены анализу результатов, получейнЫХ 
в клинике с помощью новых методов. Такой комплексный 
подход к проблеме восполняет известный пробел, сущест¬ 
вовавший в этой области в литературе. Крайне важно, что 
автор четко и ясно изложил существо самих методов, что 
несомненно будет способствовать их внедрению в меди¬ 
цинскую практику. Можно не сомневаться в том, что моно¬ 
графий доктора медицинских наук В. А. Фрадкина будет 
с удовлетворением встречена специалистами и практиче¬ 
скими врачами, интересующимися аллергологией. 

Академик АМН СССР проф. А. Д. А д о 



ВВЕДЕНИЕ 


Учение об аллергии, сформировавшееся в первом десяти¬ 
летии нашего века, относится к числу тех направлений 
биологической науки, которые оказывают непосредственное 
воздействие на все стороны клинической и профилактиче¬ 
ской медицины. К числу основных проблем современной 
аллергологии следует отнести оценку сенсибилизации ор¬ 
ганизма к бактериальным, вирусным, грибковым аллерге¬ 
нам, аллергенам растительного, эпидермального и бытово¬ 
го происхождения, некоторым эндогенным продуктам 
(аутоаллергены), антибиотикам и др. Таким образом, ука¬ 
зание А. А. Богомольца (1938) о том, что аллергия, выйдя 
за пределы иммунологии и серологии, стала актуальнейшей 
проблемой патофизиологии, морфологии, проблемой биофи¬ 
зики и биохимии, получило многочисленные подтверж¬ 
дения. 

Совершенно очевидно, что успехи аллергологии неотде¬ 
лимы от используемых методов специфической диагности¬ 
ки. Как отмечает А. Д. Адо (1970), интерес к таким вопро¬ 
сам объясняется прежде всего тем, что специфическая 
диагностика позволяет вскрыть начальные стороны заболе¬ 
вания, когда клинические признаки болезни еще не явля¬ 
ются выраженными. 

Исследователи уже давно обратили внимание на то, что 
многие аллергические заболевания (поллинозы, сывороточ¬ 
ная болезнь и ряд других) весьма широко распространены 
среди людей, а у лабораторных животных не возникают ни 
в естественных, ни в экспериментальных условиях. Изуче¬ 
ние этих вопросов Н. Н. Сиротининым (1951) в сравни¬ 
тельно-эволюционном плане показало, что способность 
животного организма отвечать аллергическими реакциями 
на антигенные раздражения коррелирует со способностью 
вырабатывать антитела. И именно у человека антителооб- 
разование отличается весьма высокой организацией. Как 



будет отмечено ниже, человеку свойственна также и ус¬ 
ложненная структура и функция элементов белой крови. 

До недавнего времени методы специфической диагно¬ 
стики сводились лишь к накожным, внутрикожным и под¬ 
кожным пробам. Их роль в становлении учения об аллер¬ 
гии исключительно велика. Кожные пробы и сейчас оста¬ 
ются наиболее доступными тестами и находят повсеместное 
применение. Вместе с тем по мере накопления практиче¬ 
ского опыта и расширения номенклатуры аллергенов доста¬ 
точно отчетливо обрисовались и присущие им недостатки. 
Оказалось, что у части больных реакции кожи на аллерген 
развиваются не по нормергическому типу (в этом случае 
повышение концентрации препарата вызывает усиление 
местной реакции), а по уравнительному, экзальтационному 
или парадоксальному типу. Было отмечено, что чувстви¬ 
тельность кожи далеко не всегда коррелирует с уровнем 
сенсибилизации внутренних органов и систем, вовлеченных 
в патологический процесс, в связи с чем аллергологи нача¬ 
ли более широко использовать провокационные тесты. Кро¬ 
ме того, при парентеральном введении некоторых аллерге¬ 
нов с целью диагностики приходится считаться с сенсиби¬ 
лизирующей активностью самого препарата. Наконец, при 
введении аллергена в организм больного нельзя исключить 
возможность возникновения системных или общих реак¬ 
ций, которые у отдельных лиц развиваются по анафилак¬ 
тическому типу. 

Совокупность перечисленных причин побудила научных 
экспертов ВОЗ по общей и прикладной иммунологии ре¬ 
комендовать в согласованной программе первоочередных 
исследований разработку методов оценки аллергии in 
vitro. В представленном ими в 1962 г. докладе № 286 обра¬ 
щалось внимание на отсутствие тестов, пригодных для 
практического применения. Последующее десятилетие 
принесло несомненные успехи на этом пути. В первую 
очередь они оказались связанными с изучением специфи¬ 
ческих реакций лейкоцитов крови на бактериальные 
и небактериальные аллергены. Этому способствовал ряд 
обстоятельств: 1) высокая иммунологическая активность 
лейкоцитов (в первую очередь лимфоцитов), их интимная 
связь с внутренней средой организма, 2) заметные сдвиги 
в ответных реакциях лейкоцитов на вещества антигенной 
природы в разных стадиях сенсибилизации организма, 
3) доступность получения лейкоцитов из периферической 
крови и безвредность диагностики для больного. 



В настоящее время используются и продолжают изу¬ 
чаться такие реакции элементов белой крови, как специ¬ 
фический лейколиз, показатель повреждения нейтрофилов 
крови in vitro (тест ППН), бласттрансформация и задерж¬ 
ка миграции лимфоцитов крови, прямая и непрямая дегра¬ 
нуляция базофилов, а также тест непрямой дегрануляции 
тучных клеток. Позволяют ли все перечисленные феноме¬ 
ны оценить состояние и уровень сенсибилизации организма 
или в отношении некоторых из них речь преимущественно 
может идти о характеристике иммунитета? Разумеется, 
каждая из перечисленных реакций сопряжена с определен¬ 
ными иммунологическими закономерностями, однако это 
не должно уводить нас в сторону от того факта, что при 
обследовании больного врачу приходится размышлять 
о соотношении между специфической аллергией и имму¬ 
нитетом. 

Следует подчеркнуть, что расширение показаний к при¬ 
менению реакций in vitro и клиническая интерпретация 
результатов диагностики неотделимы от разработки и внед¬ 
рения новых аллергенов, углубления представлений о ха¬ 
рактере и особенностях сенсибилизации организма при 
различных процессах, а также от успехов общей имму¬ 
нологии и, в частности, усовершенствования методов диф¬ 
ференцировки иммуноглобулинов. 

В настоящей монографии предпринята попытка изло¬ 
жить предпосылки к разработке и использованию методов 
изучения аллергии in vitro, обсудить результаты, получен¬ 
ные с их помощью, а также привести описание самих мето¬ 
дов, достаточное для того, чтобы специалисты, интересую¬ 
щиеся этой проблемой, могли воспроизвести их в лабора¬ 
торных условиях. 



ЛЕЙКОЦИТЫ КРОВИ И ЗАДАЧИ 
СПЕЦИФИЧЕСКОЙ диагностики аллергии 


Более 90 лет отделяют нас от исторического доклада И. И. 
Мечникова (1883), раскрывшего защитную функцию фаго¬ 
цитоза как ответную реакцию организма на внедрение 
чужеродных веществ. Теория фагоцитов, указывал И. И. 
Мечников в статье «О борьбе клеток организма против 
инвазии микробов», может облегчить понимание явлений 
естественного и приобретенного иммунитета, поскольку 
фагоциты можно приучить захватывать те микробы, кото¬ 
рых они ранее избегали. Такое заключение вытекало из 
результатов экспериментальных работ самого И. И. Меч¬ 
никова и его последователей, наблюдавших заметное повы¬ 
шение активности клеток в отношении микроорганизмов, 
использованных ранее для вакцинации животных. Разви¬ 
тая школой И. И. Мечникова клеточная теория иммуните¬ 
та продолжает служить отправной точкой для многочис¬ 
ленных исследований, направленных на расшифровку спе¬ 
цифических реакций микро- и макрофагов. 

Один из выводов, который может быть сделан из ска¬ 
занного, состоит в том, что характер изменений лейкоцитов 
крови человека в процессе развития специфической сенси¬ 
билизации организма в известной мере отличается от того, 
что обнаруживается при работе с элементами белой крови 
лабораторных животных. Так, было установлено, что пас¬ 
сивный перенос гиперчувствительности замедленного типа 
в экспериментальных условиях (на морских свинках, кро¬ 
ликах) удается лишь при использовании целых, жизнеспо¬ 
собных лейкоцитов, в то время как у человека в этих же 
целях могут применяться и лейкоцитарные экстракты. Ес¬ 
ли у морских свинок длительность пассивно возникшей 
аллергии туберкулинового типа не превышает в среднем 



4—6 дней, то в организме человека Она сохраняетсй Много 
месяцев. Кроме того, исходя из количества клеток, необхо¬ 
димых для возникновения данного феномена, и площади 
наружных кожных покровов, нельзя не прийти к выводу, 
что число лейкоцитов, необходимое для пассивной сенси¬ 
билизации животных, заметно больше того, которое вызы¬ 
вает пассивную аллергию у человека. Уместно подчеркнуть 
и тот факт, что контакт лейкоцитов сенсибилизированного 
лица со специфическим аллергеном (туберкулином) приво¬ 
дит к потере «фактора переноса», в то время как лейкоци¬ 
ты морской свинки в этих же условиях (инкубация при 
37° в течение 2 ч) полностью его сохраняют. В еще боль¬ 
шей мере различия между человеком и животными прояв¬ 
ляются при воспроизведении гиперчувствительности не¬ 
медленного типа. 

Для понимания такого рода различий важное значение 
приобретают исследования по сравнительной морфологии 
лейкоцитов млекопитающих. Эта проблема в 1945 г. при¬ 
влекла внимание А. А. Заварзина, который привел доказа¬ 
тельства существования двух типов белого кроветворения: 
агранулоцитарного и гранулоцитарного. По материалам 
Г. К. Хрущева (1949), первый из них сочетается с нали¬ 
чием малодифференцированной рыхлой соединительной 
ткани. Второй тип возникает «на базе» высокодифферен¬ 
цированной рыхлой соединительной ткани. Преобладание 
при этом зернистых лейкоцитов не является случайным 
признаком, а связано с возникновением усложненной спе¬ 
циализации. Между этими типами встречаются промежу¬ 
точные формы. Из всех млекопитающих гранулоцитарный 
тип белого кроветворения свойствен только приматам, от¬ 
ряду собак и кошек. Преобладание же незернистых эле¬ 
ментов характерно для групп, развившихся в результате 
эволюции из первичных млекопитающих и первичных пла¬ 
центарных (сумчатые, парнорезцовые грызуны). Непарно¬ 
резцовые грызуны занимают промежуточное положение. 
Мы подчеркнули это обстоятельство в связи с тем, что 
в литературе еще нередко встречаются попытки механиче¬ 
ского переноса закономерностей, полученных при изучении 
аллергии в эксперименте на лабораторных животных, 
в область патологии человека. 

Современные представления об участии аллергических 
процессов в патологии человека дают основание, по мне¬ 
нию А. Д. Адо (1970), выделить три основные категории 
заболеваний. 



СобственйО аллергйчёбкйе заболеваний. 
К их числу в первую очередь относится группа истинных 
аллергических болезней. Последние характеризуются реак¬ 
циями, реализация которых сопряжена с участием основ¬ 
ного иммунологического механизма. По локализации они 
могут быть системными (коллагенозы), органными или 
тканевыми (феномен Артюса, отек Квинке). Поступление 
аллергена в организм специфически сенсибилизированных 
людей приводит к возникновению немедленных (химерги- 
ческих) или замедленных (китергических) реакций. Мак¬ 
симальная выраженность аллергической реакции в целост¬ 
ном организме определяется как анафилактический шок, 
который чаще всего развивается на фоне гиперчувствитель¬ 
ности немедленного типа. Различают легкий (анафилакто¬ 
идная реакция), средний, тяжелый и смертельный шок. 

Заболевания, в патогенезе которых ал¬ 
лергический компонент является обяза¬ 
тельным, апринекоторыхклиническихфор- 
мах процесса приобретает ведущее значе¬ 
ние. В первую очередь к ним относятся туберкулез, 
ревматизм и бруцеллез. Последний являлся моделью изу¬ 
чения инфекционной аллергии в многолетних исследова¬ 
ниях сотрудников И. Л. Кричевского — А. Т. Кравченко 
и Н. В. Галановой (1948). При этом было показано (А. Т. 
Кравченко, 1938), что состояние инфекционной аллергии 
не снимается после анафилактической реакции, «проде¬ 
ланной» изолированным органом. При указанных процес¬ 
сах преобладают реакции, характерные для гиперчувстви¬ 
тельности замедленного типа. Их выраженность весьма 
редко достигает силы анафилактического шока. Последний 
бывает обычно связан с многократным введением высоко- 
сенсибилизированным больным неправильно подобранных 
доз аллергена. 

Один из таких случаев мы наблюдали в клинике тубер¬ 
кулеза, когда больной со специфическим поражением 
брюшины неоправданно часто производилась оттитровка 
высоты туберкулинового титра с помощью проб Манту. 
Спустя 10 ч после очередной внутрикожной пробы у боль¬ 
ной возник озноб, температура достигла 39°, увеличились 
и стали болезненными периферические пакеты лимфатиче¬ 
ских узлов. Были зарегистрированы падение кровяного 
давления, непроизвольное мочеиспускание. Обратил на се¬ 
бя внимание факт анамнестической вспышки местных 
реакций на туберкулин по всем кожным зонам, на которых 
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ранее (за 1—3 года до этого) уже ставились туберкулино¬ 
вые пробы. На этих участках (плечи и предплечья рук, 
кожа не передней поверхности бедер) возникли ярко-крас¬ 
ные крупные сливающиеся инфильтраты. 

Группа хронических заболеваний (гипер¬ 
тоническая или язвенная болезнь и др.), при которых 
аллергический компонент не является 
обязательным, однако при определенных 
условиях может возникать и влиять на динами 7 
ку основного процесса или характер сопряженных с ним 
осложнений. 

К настоящему времени уже накопились материалы, 
указывающие на возможность возникновения повышенной 
чувствительности лейкоцитов (в первую очередь лимфоци¬ 
тов) крови в отношении многих веществ антигенной при¬ 
роды. Охарактеризованы биохимические изменения, воз¬ 
никающие в этих элементах в их фило- и онтогенезе 
с позиций обеспечения адаптивного эффекта на различные 
воздействия внешней среды. Оказалось, что характер изме¬ 
нений на молекулярном уровне в ответ на действие по¬ 
вреждающих факторов обычно отличается стереотипностью 
(В. Я. Александров, 1959). Этот факт, однако, не умень¬ 
шил интереса к поставленным цитоэкологией вопросам, 
поскольку именно в этом направлении могли быть получе¬ 
ны материалы, раскрывающие механизм специфических 
клеточных реакций на антиген. По мнению А. Л. Шаба- 
даша (1959), особая ценность информации, накапливаемой 
при сопоставлении цитологических и гистохимических ис¬ 
следований, состоит в приближении биологии к расшиф¬ 
ровке взаимосвязи между клеточными структурами и обме¬ 
ном веществ. Для решения последней задачи широкое 
применение получили методы иммунофлюоресценции и ги¬ 
стохимии. 

Говоря о механизме повреждения антигеном сенсиби¬ 
лизированных лейкоцитов крови, следует указать, что он 
все еще остается недостаточно изученным. При объяснении 
данного феномена исследователи не исключают ни одну 
из следующих гипотез: 1) клетка поражается как носитель 
внутриклеточных антител или фиксированных на ней сы¬ 
вороточных антител; 2) клетка поражается как носитель 
антигена; 3) поражение клетки сопряжено с циркуляцией 
IgE, фиксирующегося на базофилах и других мишенях; 
4) клетка поражается высокоагрессивными продуктами, 
образующимися в результате взаимодействия белков орга- 
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низма и антигена. Реальность последнего допущения иллю¬ 
стрируют работы, направленные на изучение вирусиндуци- 
рованных антигенов (А. Д. Адо, 1961, и др.). 

Каждая из этих гипотез исходит из твердо установлен¬ 
ного факта о возможности специфического разрушения 
циркулирующих лейкоцитов аллергеном. Представления о 
значении лейкоцитов в формировании ответных реакций 
организма на антиген стали более полными после того, 
как была установлена их роль в продуцировании биоло¬ 
гически активных веществ (гистамин, серотонин и др.). 
Следует указать, что значение тех или иных медиаторов 
при различных типах аллергических реакций не является 
однозначным. Так, роль гистамина в реализации проявле¬ 
ний аллергии немедленного типа весьма велика, а при фор¬ 
мировании реакций замедленного типа он играет второсте¬ 
пенную роль (Н. Д. Беклемишев, А. А. Тутуров, 1967). 

Говоря об условиях, при которых осуществляется реак¬ 
ция лейкоцитов на аллерген, нельзя не отметить то обстоя¬ 
тельство, что один и тот же субстрат антигенной природы 
(микробные клетки, гельминты и др.), введенный в' орга¬ 
низм в различных дозировках, вызывает в одних случаях 
развитие сенсибилизации с проявлениями замедленного 
типа аллергии, а в других — сочетание замедленного и не¬ 
медленного типов (Н. Д. Беклемишев, 1968). Н. Д. Бекле¬ 
мишев (1971) указывает, что в условиях эксперимента 
удается воспроизвести аллергию одного и другого типов 
к любому белку. На выраженность аллергии замедленного 
типа влияет очаговость и длительность патологического 
процесса, а в клинике инфекционных болезней — и внутри¬ 
клеточная локализация возбудителя. 

По мнению Н. В. Медуницина (1970), эти различия 
могут быть связаны также и с фазой аллергического про¬ 
цесса или качественным составом аллергена. И действи¬ 
тельно, при использовании аллергенов, приготовленных по 
методу Андо—Вержиковского для специфической диагно¬ 
стики, у больных бронхиальной астмой в абсолютном боль¬ 
шинстве случаев регистрируются аллергические реакции, 
развивающиеся только по замедленному типу. Этот тип 
реакций возникал при использовании различных концент¬ 
раций белка в одной диагностической дозе. В противопо¬ 
ложность этому нативные аллергены, приготовленные из 
отмытых у инактивированных микробных клеток, доста¬ 
точно часто вызывают у таких больных как замедленные, 
так и немедленвые местные реакции. 
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Каким должно быть отношение клинициста к патоло¬ 
гическому процессу, при котором в ответ на внутрикожную 
пробу с аллергеном регистрируются обе формы гиперчув¬ 
ствительности? Как такое состояние преломляется в спе¬ 
цифических реакциях клеток на аллерген in vitro? Ответ 
на поставленные вопросы могут дать только дальнейшие 
исследования. 

Прежде чем сформулировать основные требования, ко¬ 
торые должны быть приняты во внимание при разработке 
новых и сопоставлении существующих методов изучения 
аллергии, представляется целесообразным обсудить не¬ 
сколько терминологических вопросов. Для обозначения 
специфической сенсибилизации организма общепринятым 
является понятие «аллергия». Однако в отношении основ¬ 
ных типов реакций кожи и целостного организма на аллер¬ 
гены читатель встречает в литературе несовпадающие 
формулировки. Так, реакции, развивающиеся в течение 
первых 15—30 мин, могут обозначаться как «аллергиче¬ 
ские реакции немедленного типа», «ранние реакции» или 
как «гиперчувствительность немедленного типа». Реакции, 
формирующиеся в большие интервалы времени (18—72 ч), 
обозначаются как «аллергические реакции замедленного 
типа», «поздние реакции», «гиперчувствительность замед¬ 
ленного типа». Термины «аллергические реакции замед¬ 
ленного и немедленного типов» чаще используются клини¬ 
цистами (Halpern, 1969; П. Н. Юренев, 1971, и др.). В ра¬ 
ботах иммунологического профиля (Chase, 1966; Burnet, 
1971, и др.) употребляются преимущественно выражения 
«гиперчувствительность немедленного и замедленного ти¬ 
пов». 

Терминологические различия присущи и описанию спе¬ 
цифических реакций, связанных с появлением в организме 
измененных в антигенном отношении собственных ткане¬ 
вых элементов. Патогенез такого рода изменений не всегда 
ясен. В 1966 г. Boyd высказал предположение, что антиге^ 
ны микробного или лекарственного происхождения воздей¬ 
ствуют на организм таким образом, что некоторые компо¬ 
ненты клеток приобретают чужеродные свойства. В по¬ 
следующие годы эта точка зрения нашла свое развитие 
в многочисленных исследованиях, направленных на уста¬ 
новление общих антигенных детерминант между различ¬ 
ными патогенными микроорганизмами и тканями макроор¬ 
ганизма (напрпмер, между гемолитическим стрептококком 
и мышечной ткавьщ сердца), Если И, Ц. Лернер и Е. С. 
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Брусиловский (1961), Witebsky (1970), С. В. Семенов 
(1973) и др. применяют для обозначения сенсибилизации 
к измененным тканевым структурам собственного организ¬ 
ма выражения «аутосенсибилизация», «аутоаллергические 
реакции», то Nossal (1969) и др. используют термин «ауто¬ 
иммунитет». 

Исходя из того, что в данной монографии рассматри¬ 
ваются прежде всего различные иммунологические реакции 
клеток на аллергены in vitro, мы будем использовать для 
характеристики специфических сдвигов термины «гипер¬ 
чувствительность немедленного и замедленного типов». 
Для обозначения реакций, обусловленных явлениями сен¬ 
сибилизации к измененным собственным тканям организ¬ 
ма, будет употребляться выражение «аутоаллергическая 
реакция». Неприемлемость выражения «аутоиммунитет» 
вытекает, с нашей точки зрения, из того обстоятельства, 
что общебиологический смысл термина «иммунитет» труд¬ 
но совместить с теми последствиями, которые возникают 
в результате появления повышенной чувствительности 
к субстратам аутоантигенной природы. Как отметил Сгіер 
(1962), аутоаллергическую реакцию с патогенетической 
точки зрения следует рассматривать как заболевание, при 
котором иммунная реакция направлена против собствен¬ 
ных тканей вне зависимости от характеристики агента, 
обуслоЁившего данный процесс. 

Рассмотрим требования, которым должны удовлетво¬ 
рять методы изучения аллергии. 

1. Специфичность диагностики. Для всех аллергологи¬ 
ческих тестов специфичность должна характеризоваться 
высоким процентом положительных результатов у специ¬ 
фически сенсибилизированных лиц и соответственно отри¬ 
цательными ответами, полученными у практически здоро¬ 
вых людей, не сенсибилизированных к данному аллергену. 
Необходимо иметь в виду, что при использовании разных 
серий аллергена выраженность реакций может существен¬ 
но колебаться в зависимости от концентрации и качества 
диагностического препарата. 

2. Безопасность диагностики. Под безвредностью диа¬ 
гностики следует понимать исключение общих или очаго¬ 
вых реакций, а также отсутствие заметного сенсибилизи¬ 
рующего эффекта, обусловленного введением в организм 
диагностических доз данного аллергена. 

3. Доступность диагностики. Под ней подразумевается 
не только техническая сторона исполнения про&і -в-ублѳ- 
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виях лаборатории: сложность оборудования, простота обна¬ 
ружения клеток в препаратах и т. д. Когда речь идет о ме¬ 
тодах исследования in vitro, не менее существенно учиты¬ 
вать и пути получения необходимого для диагностики 
субстрата от больного. Так, тесты, постановка которых тре¬ 
бует небольших количеств крови из места прокола кожи 
пальца, значительно доступнее, чем те, при которых тре¬ 
буется больше крови, причем она должна быть взята из 
вены. 

4. Объективность учета результатов диагностики. Она 
выражается в хорошо очерченных морфологических или 
функциональных критериях, позволяющих получать совпа¬ 
дающие результаты при оценке одной и той же пробы раз¬ 
ными лабораторными работниками или при повторном про¬ 
смотре препарата одним и тем же лицом. 

5. Скорость диагностики. Она имеет наибольшее значе¬ 
ние при выявлении лекарственной и инфекционной ал¬ 
лергии. 

6. Адекватность метода задачам диагностики. В качестве 
примера сошлемся на необходимость разграничения ин¬ 
фекционной аллергии (обусловленной спонтанным внедре¬ 
нием в организм патогенного возбудителя) и аллергии, 
возникшей в результате проведения специфической вакци¬ 
нации. Так, известно, что после профилактического внутри- 
кожного введения вакцины БЦЖ выраженность реакции 
кожи на туберкулин существенно Не отличается от таковой 
у лиц, инфицированных возбудителем туберкулеза. Таким 
образом, внутрикожные туберкулиновые пробы не пригод¬ 
ны для дифференцировки инфекционной и вакцинальной 
сенсибилизации организма. 

7. Стандартность условий диагностики. Речь идет об 
обеспечении идентичных технических условий при поста¬ 
новке проб in vivo или реакций in vitro. При этом использо¬ 
вание стандартных по своей активности серий аллергенов 
является одной из важнейших предпосылок получения 
стабильных результатов исследования. 

Лейкоциты гранулоцитарного ряда 

В периферической крови человека большинство грануло- 
цитов представлено нейтрофилами. Как следует из форму¬ 
лы Шиллинга, у здоровых людей они составляют от 60 до 
70% общего содержания лейкоцитов в периферической 
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крови. Значительно реже встречаются эозинофилы (2— 
4%) и совсем редко базофилы. В связи с тем, что эозино¬ 
филы крови до последнего времени не нашли применения 
в специфической диагностике in vitro, в настоящем крат¬ 
ком обзоре нет необходимости задерживать внимание 
читателя на их морфологических и функциональных осо¬ 
бенностях. 

Нет необходимости обосновывать и тот общеизвестный 
факт, что кровь является наиболее динамичной средой 
человеческого организма и не только в плане ее регенера¬ 
торных возможностей, но и в отношении физико-химиче¬ 
ской подвижности. Можно лишь заметить, что учет инди¬ 
видуальных физико-химических свойств крови больного 
при постановке специфических реакций лейкоцитов на 
аллерген никем не производился и значение этого фактора 
остается невыясненным. Между тем результаты экспери¬ 
ментальных работ позволяют считать, что такого рода 
особенности способны влиять на реактивность клеточных 
элементов. 

В соответствии с унитарной теорией кроветворения, 
получившей наибольшее признание, гранулоциты возни¬ 
кают из гемоцитобластов в стадии ангиобластического кро¬ 
ветворения. Начиная с периода эмбрионального кроветво¬ 
рения местом их образования является костный мозг. 
Цитоплазма, занимающая большую часть клетки, имеет 
специфическую нейтрофильную зернистость, отличающую¬ 
ся от зернистости остальных гранулоцитов (эозинофилов 
или базофилов). Зернистость чаще всего находится в со¬ 
стоянии броуновского движения, отчетливо обнаруживае¬ 
мого в условиях фазово-контрастной микроскопии. Разли¬ 
чают палочкоядерные и сегментоядерные нейтрофилы. Как 
указывают И. А. Кассирский и Г. А. Алексеев (1970), сте¬ 
пень дольчатости ядра не может служить признаком его 
старения или дегенерации, а отражает процесс созревания. 
По данным ряда работ, время созревания гранулоцита со¬ 
ставляет 2 сут. Однако их поступление в кровь может быть 
отсрочено на несколько дней. Уместно подчеркнуть, что 
число гранулоцитов в костном мозге более чем в 25 раз 
превышает их количество в крови. В условиях патологиче¬ 
ского состояния (инфекционный или воспалительный про¬ 
цесс) количество лейкоцитов в крови, и прежде всего 
нейтрофилов, возрастает в несколько раз. 

По наблюдениям С. А. Троицкого и 3. Г. Филюшиной 
(1963), срок циркуляции нейтрофилов в кровеносных сосу- 
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дах составляет приблизительно 30 мин, йослё чего Они 
задерживаются в тканях внутренних органов. Donner 
(1960) отмечает пять стадий в жизненном цикле лейкоци¬ 
тов: а) созревание до выхода в кровь, б) циркуляция в кро¬ 
ви, в) выход из кровяного русла, г) задержка в отдельных 
тканях, д) потеря функциональной активности и разруше¬ 
ние. В разрушении или смерти клетки Bessis (1964) раз¬ 
личает три фазы: 1) период патологии; под ним подразу¬ 
мевается время, в течение которого устранение повреждаю¬ 
щего фактора способно восстановить жизнеспособность 
клетки. Обычно в этих случаях в большей или меньшей 
степени повреждаются внутриклеточные мембраны; 2) пе¬ 
риод смертельной агонии, которая начинается после пере¬ 
хода периода патологии в состояние необратимых измене¬ 
ний; 3) собственно смерть клетки, нарушение ее целостно¬ 
сти; в настоящее время установлено, что гибели клеток 
предшествуют этапы кислородной недостаточности и ана¬ 
эробного гликолиза, в клетках снижается pH, происходят 
освобождение и активация протеолитических ферментов 
(Policard, 1970). 

Среди всех лейкоцитов нейтрофилы отличаются наи¬ 
большей скоростью движения. У здоровых лиц она колеб¬ 
лется в пределах 18—43 мм в минуту. При возникновении 
в организме воспалительных процессов скорость движения 
гранулоцитов возрастает. Эта же функциональная особен¬ 
ность нейтрофилов отчетливо проявляется и при постанов¬ 
ке ряда специфических реакций in vitro. Если исследовать 
скорость миграции полинуклеаров из капилляра в среду, 
в которую внесен аллерген или антиген, то окажется, что 
уже через 1 Ѵг ч клетки обнаруживаются в значительном 
количестве вне капилляра. (Хорошо выраженная миграция 
мононуклеаров регистрируется не ранее чем через 5 ч). 

Еще быстрее нейтрофилы сенсибилизированного лица 
отвечают на аллерген усилением амебоидной активности, 
которая начинает резко нарстать уже спустя 10—20 мин 
после внесения аллергена в кровь. Нужно подчеркнуть, 
что изучение механизма амебоидной активности клеток 
уже давно привлекало внимание цитологов. Было очевид¬ 
но, что изучение механизма амебоидной активности сопри¬ 
касается с проблемами внутриклеточного движения прото¬ 
плазмы. Высказывались предположения, что принципы 
движения протоплазмы фагоцитов соответствуют аналогич¬ 
ным явлениям у амеб, у которых протоплазма представлена 
двумя слоями: наружным, обладающим высокой вязкостью 


й НаХбдяЩиМся в состоянии геля, и более жидким внутрен¬ 
ним (золь), способным быстро перемещаться, за счет чего 
и строятся псевдоподии. Допускалось, что под влиянием 
повышенного гидростатического давления со стороны плаз- 
мазоля наружный, гелевый, слой способен разжижаться. 
В последние десятилетия наибольший интерес исследова¬ 
тели проявляли к изучению так называемых актомиозино¬ 
подобных белков, которые в больших или меньших коли¬ 
чествах, по-видимому, присутствуют в любых клетках 
и при взаимодействии с АТФ обусловливают их двигатель¬ 
ные реакции и тонус. Обширная информация по этому 
вопросу содержится в монографии Б. Ф. Поглазова «Струк¬ 
тура и функция сократительных белков» (1965). 

По сравнению с остальными формами лейкоцитов ней¬ 
трофилы характеризуются наибольшей фагоцитарной ак¬ 
тивностью и соответственно наиболее сложной ферментной 
системой, обеспечивающей интенсивное внутриклеточное 
переваривание фагоцитированных объектов. По мнению 
Н. Д. Беклемишева (1971), объекты диаметром 10 мкм 
соответствуют наибольшим размерам фагоцитируемых ней¬ 
трофилами крови частиц. В условиях завершенного фаго¬ 
цитоза речь идет о взаимодействии ряда ферментных 
систем. В 1955 г. в лаборатории de Duve в клетках печени 
крыс были выявлены органеллы, названные лизосомами. 
Вскоре они в значительном числе были обнаружены в мак¬ 
рофагах и нейтрофилах. Если первоначально в лизосомах 
было идентифицировано лишь 5 ферментов (кислая фосфа¬ 
таза, кислая РНК-аза, кислая ДНК-аза, (5-глюкуронидаза 
и катепсин), то к 1969 г. это число возросло до 36 (см. об¬ 
зор Н. Т. Райхлина, 1971). Таким образом, речь идет о вы¬ 
сокоспециализированном «пищеварительном тракте», об¬ 
ладающем высокой переваривающей активностью. Нейтро¬ 
филы содержат набор ферментов, с помощью которых 
может быть осуществлено расщепление практически любо¬ 
го биологического субстрата, попавшего в клетку. По 
завершении эндоцитоза (втягивание объекта фагоцитоза 
внутрь клетки) образуется фагосома, которая, «отторгаясь» 
от наружной мембраны в сторону углубленных участков 
цитоплазмы, сближается с лизосомой и сливается с ней. 
В процессе фагоцитоза лизосомальные гранулы исчезают. 
Поскольку нас в дальнейшем будет интересовать механизм 
повреждения сенсибилизированных нейтрофилов специфи¬ 
ческим антигеном, не лишне привести остроумное замеча¬ 
ние de Duve о том, что в лизосомах содержится все необхо- 



димое для самоубийства клетки. Следует подчеркнуть, что, 
по данным ряда авторов, различия в лизосомальных фер¬ 
ментах гранулоцитов и лейкоцитов мононуклеарного ряда 
носят не только количественный, но и качественный харак¬ 
тер (Tanaka, Valentine, Fredricks, 1962, и др.). 

Экспериментальными работами Henson (1971) и др. 
было показано, что выделение из лизосом кислой и щелоч¬ 
ной фосфатаз, p -глюкуронидазы, Р-галактозидазы и кислых 
катепсинов происходит в процессе активной фагоцитарной 
реакции. 

При контакте с комплексом антиген — антитело, адсор¬ 
бированным на поверхности миллипорового фильтра, ней¬ 
трофилы кролика не лизировались, но выбрасывали во 
внеклеточную среду ферменты. Некоторые из них (щелоч¬ 
ная фосфатаза) вторично адсорбировались на наружных 
мембранах клетки и не диффундировали. В ходе экспери¬ 
мента имела место гибель незначительного числа нейтро¬ 
филов, что регистрировалось тестами на жизнеспособность 
(окраска трипановым синим, проба на активность лактат- 
дегидрогеназы) . 

Еще одной функцией полиморфноядерных лейкоцитов, 
пока недостаточно изученной, является пиноцитоз. Речь 
идет о механизме активной доставки жидких веществ из 
внешней среды внутрь клетки путем впячивания мембран. 
Приравнивание пиноцитоза к фагоцитозу, по мнению Ро- 
licard (1970), является не более чем образным выраже¬ 
нием, так как инвагинация мембран происходит при более 
высоком внутриклеточном давлении (по отношению 
к внешней среде), и по своей направленности данный фено¬ 
мен противоположен образованию микроворсинок и выбро¬ 
су псевдоподий. 

Морфологические изменения в нейтрофилах при небла¬ 
гоприятных условиях среды in vitro появляются сравни¬ 
тельно быстро (рис. 1). Они выражаются в пикнозе и фраг¬ 
ментации ядра. Пикноз бывает частичным (захватывает 
отдельные сегменты ядра) или генерализованным. Более 
выраженные некробиотические изменения ядер определя¬ 
ются как кариорексис. В процессе кариорексиса ядро рас¬ 
падается на отдельные глыбки, чаще округлой формы, 
вплоть до мелкой зернистости. Иногда кариорексис соче¬ 
тается с пикнозом ядра. В ядрах нейтрофилов могут обна¬ 
руживаться различной степени хроматинолиз и гипохро- 
матоз. В случаях хроматинолиза в ядре исчезает (как бы 
растворяется) структура глыбок и нитей. 



Рис. 1. Дегенеративные изменения (А) и завершающийся лизис 
гранулоцита (В) в камере с жидкостью фазово-контрастного микро¬ 
скопа. 


Как уже отмечалось, базофилы в крови здоровых людей 
встречаются редко, составляя примерно 0,5% от общего 
числа лейкоцитов периферической крови. При просмотре 
лейкоцитов в счетной камере число базофилов у взрослых 
составляет 30—40 в 1 мм 3 . Количество их у детей значи¬ 
тельно больше —до 3—6%, Протоплазма базофилов наи¬ 
более отчетливо заметна в неокрашенном состоянии. Она 


заполнена разноразмерными зернами, которые обнаружи¬ 
ваются и на поверхности ядра. Ядро клетки чаще всего 
имеет 3—4 широкие лопасти, хотя встречаются и ядра 
кругло-овальной формы или с односторонним глубоким 
вдавлением. Диаметр базофилов колеблется от 8 до 10 мкм. 
Несмотря на то что базофилы, как и нейтрофилы, объеди¬ 
няются в одну категорию гранулоцитов, их функциональ¬ 
ная характеристика во многом не совпадает. В то время 
как нейтрофилы отличаются высокой фагоцитарной актив¬ 
ностью, фагоцитоз со стороны базофилов не обнаруживает¬ 
ся совсем или наблюдается крайне редко. В отличие от 
нейтрофилов базофилы не отличаются заметной подвиж¬ 
ностью. 

Работами Valentine с сотр. (1955) и других авторов 
было установлено, что, кроме гепарина, плазминогена, ак¬ 
тиваторов фибринолиза, в базофилах содержится в значи¬ 
тельном количестве и гистамин. Синтез гистамина в базо¬ 
филах осуществляется путем декарбоксилирования гисти¬ 
дина при участии гистидиндекарбоксилазы. Способность 
базофилов синтезировать и выбрасывать в кровь значи¬ 
тельные количества гистамина обусловливает четкую 
корреляцию между функциональной активностью этих 
элементов и выраженностью аллергических реакций. Спе¬ 
цифической сенсибилизации организма сопутствует повы¬ 
шение количества базофилов в периферической крови. 
Непосредственно после выраженных аллергических реак¬ 
ций число циркулирующих базофилов заметно снижается. 
В этом проявляется более общая закономерность: услож¬ 
ненная рецепторная восприимчивость и насыщенность ме¬ 
диаторами обусловливает незамедлительную реакцию базо¬ 
филов на разнообразные воздействия факторов внешней 
или внутренней среды. 

Завершая обсуждение общих вопросов, относящихся 
к функциям гранулоцитов, мы подчеркиваем, что их уча¬ 
стию в специфических иммунологических реакциях до 
последнего времени не уделялось достаточного внимания. 
В наибольшей мере это относится к полиморфноядерным 
лейкоцитам. В самом деле, даже в таких фундаментальных 
руководствах, как «Основы иммунологии» (Boyd, 1966) 
и «Клеточная иммунология» (Burnet, 1969), нейтрофилам 
крови не было уделено ни одного раздела. Между тем, при¬ 
знавая роль фагоцитарной реакции нейтрофилов в форми¬ 
ровании иммунологической реактивности организма, нет 
никаких оснований отказываться от выяснения механизма 
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взаимодействия этих элементов с агранулоцитами. Необхо¬ 
димость такого рода исследований очевидна. 

До настоящего времени использование в аллергологии 
специфических реакций нейтрофилов на аллергены инфек¬ 
ционного и неинфекционного происхождения шло по двум 
основным направлениям: 1) оценка амебоидной активности 
нейтрофилов по Фрадкину, 2) оценка внутриклеточных 
некробиотическнх изменений. 


Лейкоциты агранулоцитарного ряда 

В периферической крови к лейкоцитам агранулоцитарного 
ряда относятся лимфоциты и моноциты. Если лимфоциты 
в силу их заметного и высококомпетентного участия в фор¬ 
мировании реакций иммунитета и аллергии постоянно 
находятся в центре внимания большого числа специали¬ 
стов теоретических и прикладных дисциплин, то клетки 
моноцитарного ряда изучаются не столь интенсивно. В по¬ 
следнее время внимание исследователей привлекают фак¬ 
ты преимущественного присутствия моноцитов в инфильт¬ 
ратах, вызванных введением аллергена при гиперчувстви¬ 
тельности замедленного типа, и наличия на поверхности 
моноцитов специфических рецепторных участков для неко¬ 
торых типов человеческих гамма-глобулинов. Учитывая, 
что методы диагностики аллергии in vitro связаны прежде 
всего с регистрацией реакции лимфоцитов крови, мы не¬ 
сколько подробнее рассмотрим ряд вопросов, затрагиваю¬ 
щих функции этих элементов. 

При изучении морфологии лимфоцита внимание преж¬ 
де всего сосредоточивается на ядре. Как правило, оно 
имеет центральное расположение и окружено поясом про¬ 
топлазмы. В связи с существенными различиями в ширине 
этого пояса гематологи нередко говорят о широкопрото¬ 
плазменных и узкопротоплазменных лимфоцитах. Некото¬ 
рые исследователи идут в этом направлении значительно 
дальше. Тогеііі с сотр. (1963) в результате максимальной 
детализации морфологических особенностей лимфоцитов 
крови считают возможным разграничить их на семь типов, 
каждый из которых отличается не только шириной цито¬ 
плазматической зоны, но и особенностями рисунка хрома¬ 
тина, расположением и структурой ядра. Лимфоциты 
в кровяном русле имеют сферическую форму, диаметр их 
равен 6 мкм, площадь поверхности — 113 мкм. 

22 



Замедленная гиперчуВстВитепьность 
Антиген I , 


оксичность\ Т у — і />л\ 

I ? | — Макрофаги ( (JJ 

Лимфоциты H sfccr> метни 

носіенная [У] (f^j) /Р^\ 

цитотоксичность 1 у^у уѵ// 

Llhs/ \ / \ 

111 <^С|С|С| 

Клетки „памяти" 


"5. ~I Предполагаемый J 

I „актиВирующий'^Ь. 



Плазматические к 

\ * J 

Днтитепа 


Рпс. 2. Взаимосвязь лимфоцитов Т- и В-линий и их роль в прояв¬ 
лении аллергии замедленного типа и образования антител (по Bloom 
и Glade, 1971). 

1 — фактор подавления миграции; 2 — фактор хемотаксиса; 3 — фактор 
подавления бластогенеза; 4— лимфотоксин; 5— фактор подавления веге- 
-о размножения; 6 — фактор подавления пролиферации; 7 — ин¬ 
терферон; 8 — антитела; 9 — кожнореактивный фактор. 


Молекулярные компоненты поверхности лимфоцитов 
неоднородны и состоят не менее нем из пяти типов функ¬ 
циональных групп: SH -группы; се-карбоксильные группы 
N -ацетилнейраминовой кислоты, чувствительные к нейра- 
минидазе; фосфатные группы, чувствительные к РНК-азе 
неидентифицированные кислотные группы. Не менее сло¬ 
жен и ферментный состав лимфоцитов. В нем обнаружи¬ 
вается группа окислительно-восстановительных ферментов 
энергетического обмена, имеются лизосомальные ферменты 
и т. д. Двигательная функция лимфоцитов не носит 
целенаправленного характера. Однако в тех случаях, 
когда в непосредственной близости от них появляется 
клетка, лимфоциты активно перемещаются в ее сторону 
и посредством цитоплазматического мостика соединяются 
с ней. Дегенеративные изменения лимфоцитов проявляют¬ 
ся в виде пикноза, кариорексиса и вакуолизации ядра. 
Изменения в протоплазме обычно регистрируются лишь 
в стадии цитолиза. 

Исследования последних лет с несомненностью устано¬ 
вили, что циркулирующие в крови лимфоциты состоят из 
нескольких морфологически неразличимых линий, суще¬ 
ственно отличающихся друг от друга по своим иммуноло¬ 
гическим свойствам (рис. 2). Линия так называемых 
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В-лимфоцитов (в процессе своей дифференцировки оніі 
не проходят миграцию через вилочковую железу) имеет 
непродолжительный жизненный цикл. В процессе рецир¬ 
куляции они перемещаются в фолликулы селезенки и лим¬ 
фатических узлов, а также в красную пульпу селезенки 
и мякотные шнуры лимфатических узлов. Под влиянием 
иммунизации после латентного периода в пределах 20 ч 
скорость пролиферации В-лимфоцитов резко возрастает 
(время удвоения числа клеток около 12 ч). Элементы этой 
линии дифференцируются в плазматические клетки. Допу¬ 
скается, что возможность секреции антител сопряжена 
с наличием на участках наружных мембран иммуноглобу¬ 
линов, обеспечивающих распознавание антигена и специ¬ 
фическую ответную реакцию. Установлено, что часть цир¬ 
кулирующих лимфоцитов отличается от обычных малых 
лимфоцитов признаками активации белкового синтеза. 

Вторая основная линия лимфоцитов представляет собой 
тимусзависимые клетки (Т-клетки). Часть лимфоцитов 
из циркуляции задерживается в вилочковой железе (усло¬ 
вия их «отбора» остаются нерасшифрованными). Эти лим¬ 
фоциты подвергаются определенному воздействию, вслед¬ 
ствие чего появляются элементы с новыми свойствами. 
Клетки вилочковой железы, полученные из сенсибилизи¬ 
рованного организма, не повреждаются антигеном. Они 
обусловливают клеточный иммунитет и непосредственно не 
участвуют в выработке антител. Одна из субпопуляций 
Т-лимфоцитов (Т 2 -клетки) отличается удлиненным (до 
нескольких лет) жизненным циклом, и ряд исследователей 
склонны видеть в ней иммунокомпетентную часть популя¬ 
ции. Под влиянием иммунизации пролиферация Т-лимфо¬ 
цитов заметно усиливается и достигает максимума на 4— 
5-е сутки. Имеются указания на то, что увеличение попу¬ 
ляции Т-клеток происходит в результате воздействия зна¬ 
чительно меньших доз антигена по сравнению с теми, 
которые необходимы для достижения максимальной про¬ 
дукции антител. Как отмечено в редакционной статье 
о лимфоцитах журнала «Lancet» (1973), в крови людей 
содержится около 34% В-клеток и около 66% Т-клеток, 

Несмотря на то что Т-клетки не вырабатывают антите¬ 
ла, они являются важным звеном в механизме иммуноге¬ 
неза. В соответствии с гипотезой Kreth и Williamson 
(1971), присутствие Т-клеток обусловливает стимуляцию 
В-клеток. Это обстоятельство позволило И. Л. Черткову 
и А. Я. Фриденштейну (1972) поддержать мнение, что 
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причисление к антигенчувствительным клеткам лишь тех 
элементов, которые реагируют на антиген продукцией ан¬ 
тител, не является правомерным: в условиях изоляции ни 
одна из двух популяций лимфоцитов (Т-клетки и В-клет- 
ки) не способна ответить на контакт с антигеном образо¬ 
ванием антител. По этой причине предлагается обсуждать 
вопросы иммуногенеза с учетом антигенчувствительных 
единиц, включающих кооперацию Т- и В-лимфоцитов. 

Воздействие Т-лимфоцитов на В-лимфоциты может 
осуществляться либо посредством образования между ними 
специального мостика, либо при прямом контакте поверх¬ 
ностей двух элементов. Kreth и Williamson (1971) допу¬ 
скают, что в результате реакции В-лимфоцита с антигеном 
поверхность клетки несколько видоизменяется и это улав¬ 
ливается Т-лимфоцитом. Взаимодействие двух линий лим¬ 
фоцитов приводит к стимуляции В-клеток (см. рис. 2). 
В последнее время все большее распространение получило 
мнение о влиянии на функцию лимфоцитов «нейтральных» 
в иммунном отношении элементов. Так, А. Я. Фриден- 
штейн (1973), разработав метод длительного культивирова¬ 
ния отдельных линий клеток стромы, создающих специфи¬ 
ческое микроокружение в лимфоидных органах, пришел 
к выводу об их существенном влиянии на процессы проли¬ 
ферации и дифференцировки иммунокомпетентных клеток. 

Из сенсибилизированных лимфоцитов можно получить 
ряд растворимых факторов, оказывающих определенное 
воздействие на другие клеточные элементы: фактор пере¬ 
носа, фактор, подавляющий миграцию макрофагов, фактор 
трансформации, лимфотоксин. По своим биологическим 
свойствам и качественным характеристикам перечислен¬ 
ные факторы существенно отличаются друг от друга. Так, 
лимфотоксин образуется в процессе стимуляции лимфоци¬ 
тов антигеном или неспецифическим стимулятором фи- 
тогемагглютинином (ФГА). Он термостабилен, не диа- 
лизуется и имеет молекулярный вес около 90 000. 
В присутствии лимфотоксина наблюдаются выраженные 
цитотоксические изменения в различных клетках-мишенях. 
В противоположность этому молекулярный вес фактора 
переноса не превышает 10 000 (Craddock, Longmire, McMil¬ 
lan, 1971). Фактор содержится в цельных клетках и может 
переходить в надосадочную Жидкость при их заморажива¬ 
нии и оттаивании. Фактор растворим, хорошо диализирует¬ 
ся и резистентен к действию панкреатической РНК-азы. 
На этом примере особенно отчетливо проявляются трудно¬ 
го 



сти, с которыми сталкиваются исследователи, выясняющие 
механизм пассивной аллергии. Столь незначительный мо¬ 
лекулярный вес фактора переноса указывает на то, что 
речь может идти не об альбумине или гамма-глобулине, 
а о полипептидно-полинуклеотидном комплексе. Данный 
комплекс in vivo или in vitro переводит лимфоциты нор¬ 
мального реципиента в состояние повышенной чувстви¬ 
тельности к антигену, использованному для сенсибилиза¬ 
ции организма донора, хотя сам он не обладает иммуноген- 
ностью и к категории антигенов причислен быть не может. 
Высокая активность и быстрое действие фактора переноса 
(оно начинает проявляться уже спустя несколько часов) 
позволяют рассматривать его как специфический медиатор, 
природа которого остается невыясненной. Важно указать, 
что, по наблюдениям Lawrence (1971), попытка нейтрали¬ 
зовать фактор переноса при помощи специфического ал¬ 
лергена оказалась неудачной. Строма лимфоцитов после 
экстракции фактора теряла способность к пассивному пе¬ 
реносу аллергии. Все сказанное позволило автору поста¬ 
вить вопрос о воспроизведении с помощью фактора пере¬ 
носа гиперчувствительности замедленного типа в «чистом» 
виде (без синтеза антител). 

Вопросы воспроизведения гиперчувствительности за¬ 
медленного типа в «чистом» виде постоянно привлекают 
внимание исследователей, видящих в этом возможность 
углубить представление о ее механизме. Н. В. Медуницин 
(1970) провел исследование, цель которого состояла в изу¬ 
чении транзиторной аллергии в условиях сенсибилизации 
к растворимым белкам. С такой формой гиперчувствитель¬ 
ности замедленного типа приходится сталкиваться при 
использовании биологических препаратов, относящихся 
к анатоксинам и гамма-глобулинам. Получив в эксперимен¬ 
тальных условиях специфическую замедленную форму 
аллергии к человеческому гамма-глобулину, Н. В. Меду¬ 
ницин отметил, что в течение первых 2 нед с момента 
сенсибилизации животных циркулирующие антитела от¬ 
сутствовали, хотя проявления замедленной гиперчувстви¬ 
тельности к антигену были налицо. Разумеется, мы далеки 
от мысли провести полную аналогию между «чистой» за¬ 
медленной гиперчувствительностью, вызываемой фактором 
переноса, и начальными проявлениями транзиторной ал¬ 
лергии. Речь идет лишь о том, что сенсибилизация по за¬ 
медленному типу (в той форме, в какой она учитывается 
аллергологами при постановке кожных проб) представляет, 
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по-видимому, неоднородный по своему иммунологическому 
механизму феномен. 

Использование лимфоцитов крови в качестве тест-объ- 
екта для оценки специфической сенсибилизации организма 
развивалось с использованием двух основных реакций: 
1) лейколиза, 2) бласттрансформации. 


Глава 2 

ПОКАЗАТЕЛЬ ПОВРЕЖДЕНИЯ НЕЙТРОФИЛОВ 
ПО ФРАДКИНУ (ТЕСТ ППН) 


Предпринимая попытку использовать нейтрофилы в целях 
специфической диагностики in vitro, автор исходил не из 
морфологических, а из функциональных особенностей, 
присущих этим элементам. Речь идет об амебоидной актив¬ 
ности лейкоцитов, которую они проявляют в жидкой среде 
и без видимой связи с каким-либо воздействием. Наиболее 
часто амебоидная активность выражается в появлении 
нескольких небольших и сравнительно узких выпячиваний 
типа псевдоподий или одной или двух более широких лобо- 
подий (рис. 3, см. на цветной вклейке между стр. 32—33). 
Наблюдая нейтрофилы в камере с жидкостью методом фа¬ 
зово-контрастной микроскопии, не трудно заметить, что 
при отсутствии специфически раздражающих факторов 
клетки обычно находятся в состоянии сферической фор¬ 
мы. Последняя характеризуется лишь незначительными 
колебательными движениями наружной клеточной мемб¬ 
раны. В условиях инкубации крови сенсибилизированного 
больного со специфическим аллергеном амебоидная ак¬ 
тивность нейтрофилов становится весьма интенсивной. 
Длина их псевдоподий может в несколько раз превышать 
диаметр клетки. В известных пределах на интенсивность 
амебоидной реакции могут влиять и физические факторы. 
Еще в 1869 г. Н. Я. Чистович указал, что при темпера¬ 
туре 36—37° амебоидная реакция происходит более вяло, 
чем при 38—40°. 

Обсуждая характер изменений нейтрофилов при их 
взаимодействиях с аллергеном in vitro, необходимо прежде 
всего обосновать использованный нами термин «показа¬ 
тель повреждения нейтрофилов». Многолетними исследо- 
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ваниями Д. Н. Насонова и его школы (Д. Н. Насонов, В. Я. 
Александров, 1940, и др.) был установлен ряд фактов, 
имеющих общебиологическое значение. Изучая изменения 
компонентов протоплазмы при различных воздействиях 
(механических, температурных, химических и др.), авторы 
описали комплекс стереотипных ответных реакций клеточ¬ 
ных элементов, обозначенный как паранекроз. Глубина 
паранекротических сдвигов определялась силой действую¬ 
щего раздражителя. Характерным признаком начальной 
стадии повреждения элементов являлась хорошая обрати¬ 
мость возникавших внутриклеточных изменений. Именно 
эта обратимость отличала состояние паранекроза от необ¬ 
ратимых некротических изменений. Эти факты легли в ос¬ 
нову дальнейших представлений о повреждении клеток, 
начальными стадиями которого являются нарушения их 
функциональной активности, физико-химические и биохи¬ 
мические изменения (А. Д. Браун, 1966). В этой связи для 
характеристики начальных стадий реакций нейтрофилов 
крови сенсибилизированного лица на специфический ал¬ 
лерген и был использован термин «показатель повреждения 
нейтрофилов». , 

Учитывая перечисленные выше функциональные осо¬ 
бенности нейтрофилов, включая и возможность усиления 
фагоцитоза в результате предшествующей вакцинации, 
и были проведены исследования (В. А. Фрадкин, 1962), 
в ходе которых определялась частота амебоидной реакции 
при инкубации крови в смеси с аллергеном. Реакция оце¬ 
нивалась в мазках крови. Сравнительное изучение разных 
методов обработки (окраски) мазков выявило целесообраз¬ 
ность применения комбинированного метода: постановки 
гистохимической реакции на гликоген по А. Л. Шабадашу 
(1959) с докраской ядер клеток гематоксилином. При этом 
в условиях иммерсионной микроскопии препаратов крови 
нейтрофилы имели вид клеток, в которых цитоплазма окра¬ 
шивалась в сплошной красный цвет, а ядро — в синий или 
фиолетовый. Несомненные преимущества такой обработки 
мазков заключались в том, что эритроциты, (они не содер¬ 
жат видимых гранул гликогена) не окрашивались и все 
категории лейкоцитов легко обнаруживались на светлом 
фоне. Заслуживала внимания и четкость дифференцировки 
самих элементов белой крови, поскольку в лимфоцитах 
и моноцитах видимые гранулы гликогена также отсутству¬ 
ют или встречаются в незначительных количествах. По 
этой причине лимфоциты и моноциты регистрируются 
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лишь но Сине-фиолетовому ядру и слабо очерченным кон¬ 
турам цитоплазмы. От остальные лейкоцитов легко отли¬ 
чить и эозинофилы с характерной конфигурацией ядра 
и своеобразным тонкостяжистым расположением гранул 
гликогена. 

Однако наиболее существенное достоинство применен¬ 
ной обработки мазков крови вытекает из простоты обнару¬ 
жения в полинуклеарах амебоидной активности, которая, 
как правило, сопровождается отчетливым перераспределе¬ 
нием внутриклеточного гликогена. Последний в повышен¬ 
ных концентрациях накапливается в псевдоподиях и при¬ 
лежащих к ним зонах. Все перечисленные обстоятельства 
позволяют не только быстро и безошибочно обнаруживать 
нейтрофилы крови в мазке, но и регистрировать их реак¬ 
цию на ал лерген. 

Другая - методическая задача, которую следовало ре¬ 
шить, состояла в установлении оптимального срока инку¬ 
бации крови в смеси с аллергеном. Специальные опыты 
показали, что в случае использования крови сенсибилизи¬ 
рованных больных повышенная амебоидная реакция ней¬ 
трофилов на спеццфический аллерген при 38° возникала 
уже спустя 15 мин. Однако в части случаев она продолжала 
нарастать и между 1 и 2 ч держалась примерно на одном 
уровне. Исходя из всей совокупности наблюдений, мы ре¬ 
шили, что оптимальным (для ряда бактериальных аллер¬ 
генов) является инкубирование в течение 2 ч. В течение 
этого периода амебоидная реакция нейтрофилов на неспе¬ 
цифические условия среды (инкубация контрольной пор¬ 
ции крови в смеси с антикоагулянтом — цитратом натрия) 
продолжала оставаться незначительной (число реагирую¬ 
щих клеток в пределах 10%). Разумеется, не исключено, 
что для какого-либо аллергена оптимальное время инкуби¬ 
рования окажется равным 30 или 90 мин. 

Оценка разнообразных пространственных условий, со¬ 
путствующих регистрации псевдоподий в мазке крови, 
и результатов учета их величины в разных препаратах 
у одних и тех же лиц позволила сделать вывод, что этот 
признак не должен приниматься во внимание. В самом 
деле, если основание псевдоподии оказалось на стороне 
клетки, прилежащей к стеклу, то на зафиксированном 
мазке мы можем обнаружить лишь незначительно высту¬ 
пающий ее край. Помимо этого, оценка амебоидной реак¬ 
ции с позиций «есть» или «нет» позволяет избегать допол¬ 
нительных субъективных наслоений, которые сопутствуют 
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Таблица І 

Результаты параллельного подсчета 100 и 200 нейтрофилов 
в мазках крови с различным уровнем реакции клеток на аллерген 


Характеристика реакции 
нейтрофилов 

Порядко- 

1 Поврежденные ^нейтрофилы | 

Разница 

% 

при подсчете 
первых 100 

при подсчете 

1 200 клеток 

Повышенная и высо- 

1 

44 

44 

0 

кая амебоидная ак- 

2 

24 

21,5 

-2,5 

тивность 

3 

24 

27,5 

+3,5 


4 

23 

20 

-3 


5 

19 

20 



6 

40 

43 

+3 


7 

20 

19 

-1 


8 

58 

56 

-2 


9 

25 

30 

+5 


10 

21 

18 

-3 


11 

27 

27 

0 


12, 

30 

28,5 

-1,5 


13 

18 

18,5 

+0,5 


14 

32 

29,5 

-2,5 

Низкая амебоидная 

1 

1 

3 

+2 

активность 

2 

2 

2 

0 


3 

6 

6 

0 


4 

2 

2,5 

+0,5 


5 

3 

2,5 

-0,5 


6 

4 

2 

-2 


7 

3 

3,5 

+0,5 


8 

2 

1,5 

-0,5 


9 

10 

9,5 

-0,5 


10 

3 

3 

0 


количественным критериям («больше» или «меньше»), 
определяемым визуально. 

Один из первоочередных вопросов состоял в установле¬ 
нии числа нейтрофилов, реакцию которых нужно оценить 
для получения достоверного результата исследования. Из¬ 
вестно, что при подсчете формулы белой крови, где все 
элементы делятся на семь категорий (базофилы, эозинофи¬ 
лы, юные, палочкоядерные и сегментоядерные формы ней¬ 
трофилов, лимфоциты и моноциты), рекомендуется сосчи¬ 
тывать 200 клеток (В. Е. Предтеченский, Е. А. Кост, Л. Г. 
Смирнова, 1964). 

В наших исследованиях в мазке крови подсчитывались 
лишь нейтрофилы, которые делились только на две катего- 

30 



рии: нормальные и поврежденные. По этой причине можно 
было рассчитывать на получение достаточно стабильных 
результатов при подсчете 100 элементов. Для проверки 
этого положения в мазках, приготовленных из крови 
14 больных туберкулезом легких с высокими значениями 
реакции нейтрофилов на туберкулин, было сосчитано по 
200 нейтрофилов с отметкой результатов после учета каж¬ 
дых 100 клеток (предварительно кровь в течение 2 ч инку¬ 
бировали в смеси с туберкулином). 

Результаты подсчета показали (табл. 1), что при про¬ 
смотре 200 клеток у больных туберкулезом с выраженной 
чувствительностью нейтрофилов к туберкулину начальный 
результат, полученный при подсчете 100 клеток, изменялся 
незначительно. Максимальное отклонение (в одном случае 
из 14) равнялось 5%. Как следует из формулы определе¬ 
ния величины ППН (см. ниже), такое расхождение соста¬ 
вит величину 0,05 и окажется несущественным для резуль¬ 
татов диагностики у лиц с высокой чувствительностью 
нейтрофилов к аллергену. Следовало полагать, что разница 
в числе реагирующих нейтрофилов при просмотре 100 
и 200 клеток в контролях или у лиц с невысокой чувстви¬ 
тельностью к аллергену должна быть соответственно мень¬ 
ше. И действительно, максимальные расхождения в этих 
случаях не превысили 2 %. 

На основании изложенного было признано достаточным 
оценивать реакцию нейтрофилов на аллерген путем подсче¬ 
та 100 клеток. 

При использовании любого аллергена приходится ре¬ 
шать вопрос о его оптимальной рабочей концентрации. За 
такую концентрацию следует принимать дозу препарата, 
которая обусловит интенсивную амебоидную реакцию ней¬ 
трофилов, полученных от высокосенсибилизированного 
лица, и не вызовет выраженной активности клеток здоро¬ 
вых (несенсибилизированных или слабо сенсибилизирован¬ 
ных) людей. 

Рассмотрим в качестве примера выбор дозы туберкули¬ 
на. Данный аллерген выпускается в трех формах: жидкий 
альттуберкулин Коха, сухой очищенный туберкулин и стан¬ 
дартные разведения сухого очищенного туберкулина для 
кожных проб. Использование альттуберкулина нецелесооб¬ 
разно, поскольку в его состав входят неспецифические 
компоненты и это не может не усложнить услония контро¬ 
ля реакции. Кроме того, при использовании жидких аллер¬ 
генов значительно труднее установить оптимальную рабо- 
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Рис. 4. Повреждаемость 
нейтрофилов различны¬ 
ми концентрациями ал¬ 
лергена — туберкулина 
(тест ППН). 


чую дозу для теста in vitro, так как отсутствует возмож¬ 
ность использовать концентрацию выше той, которую 
содержит уже приготовленный для диагностики аллерген. 
По этой причине для работы был применен сухой очищен¬ 
ный препарат. В условиях обследования 30 больных тубер¬ 
кулезом легких были одномоментно апробированы три 
следующих разведения аллергена: цельный препарат (со¬ 
держимое ампулы растворяется в 1 мл 5% цитрата натрия) 
и препарат, разведенный 5% цитратом натрия в 100 
и 1000 раз. Как видно на рис. 4, наибольшее повреждаю¬ 
щее действие оказывал цельный раствор. После установ¬ 
ления незначительной чувствительности к нему нейтрофи¬ 
лов крови инфицированных, но здоровых людей, эта дози¬ 
ровка нашла широкое применение в данном тесте. Таким 
образом, для постановки реакции не следует применять 
малоконцентрированные стандартные разведения аллер¬ 
гена. 

В ходе исследований было установлено, что у разных 
лиц выраженность амебоидной реакции нейтрофилов 
в контрольных образцах крови была неоднозначной: в од¬ 
них случаях она не регистрировалась вообще, в других 
достигала 3—5—10%. Для максимального исключения 
ошибок в оценке специфической реакции нейтрофилов на 
аллерген количество зафиксированных клеток с проявле¬ 
ниями амебоидной активности в контрольном препарате 
вычиталось из аналогичного числа, полученного при про¬ 
смотре опытного мазка. 

При воспроизведении теста ППН внимание исследова¬ 
теля должно быть сосредоточено еще на двух обстоятець- 
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Рис. 3. Тест 11ПН. Реакция нейтрофилов крови сенсибилизирован¬ 
ного больного на специфический аллерген. 

А — нейтрофил в состоянии покоя; Б, В — разные формы амебоидной ак¬ 
тивности нейтрофилов (реакция на гликоген по А. Л. Шабадашу). 
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Б, В — разные формы амебоидной активности нейтрофилов (реакция на 
гликоген по А. Л. Шабадашу). 
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Рис. 5. Область микроскопии нейтрофилов в мазке крови при поста¬ 
новке теста ППН. 

ствах. Выше уже говорилось о существовании определен¬ 
ной зависимости между температурой среды, в которой 
находятся нейтрофилы, и их амебоидной активностью. Из 
этого вытекает не только необходимость соблюдения по¬ 
стоянного температурного режима в период инкубации 
крови, но и регламентации времени, в течение которого 
из пробирок забирается кровь для приготовления мазков 
после того, как штатив с пробирками вынут из термостата. 
Далее, хорошо известно, что диаметр лейкоцитов в мазке 
крови существенно зависит от толщины мазка. В началь¬ 
ной, толстой, части мазка нейтрофилы выглядят мелкими 
по сравнению с его тонкой частью, где элементы несколько 
распластаны. Таким образом, оценка реакции нейтрофилов 
на аллерген оказывается более удобной во второй и послед¬ 
ней третях препарата. Преимущество подсчета клеток 
в этих зонах состоит еще и в том, что мелкие тромбоциты, 
которые также насыщены гликогеном и имеют красный 
цвет, не способны имитировать амебоидную реакцию доста¬ 
точно крупных нейтрофилов, находясь в непосредственном 
соприкосновении с их краями. При просмотре препарата 
целесообразно избегать и учета клеток, находящихся вбли¬ 
зи любого края мазка, где обнаруживаются механически 
поврежденные элементы. Оптимальная зона подсчета ней¬ 
трофилов в правильно приготовленном мазке указана на 
рис. 5. 

При постановке теста ППН в качестве антикоагулянта 
используется 5% раствор цитрата натрия. Применение 
гепарина не рекомендуется из-за его достаточно выражен¬ 
ного повреждающего действия на гранулоциты крови. Учи- 


2 Аллергодиа 


vitro 



тывая, что одни аллергены выпускаются в сухом (лиофи- 
лизированном) виде, а другие — в жидком, были разрабо¬ 
таны две модификации консервации крови. В том случае, 
когда используется сухой препарат (например, туберку¬ 
лин), во вскрытую ампулу вносят 1 мл стерильного 5% 
цитрата натрия. Аллерген растворяется и затем применяет¬ 
ся для исследований (в случаях диагностики с использо¬ 
ванием антибиотиков в качестве аллергенов для последую¬ 
щих разведеций также берут 5% раствор). При работе 
с жидким аллергеном чаще всего необходимо обеспечить 
его высокую исходную концентрацию. Достигается это 
(В. А. Фрадкин, О. Г. Соломатина, 1963) использованием 
25% раствора цитрата натрия: из ампулы набирают 0,8 мл 
аллергена и переносят в пробирку, где он смешивается 
с 0,2 мл 25% стерильного раствора цитрата. В результате 
конечная концентрация антикоагулянта оказывается, как 
и в первом варианте, равной 5%, а препарат теряет только 
20% от своей исходной концентрации. В тех случаях, ког¬ 
да концентрированный раствор аллергена в смеси с цитра¬ 
том натрия вызывает реакцию у нейтрофилов крови конт¬ 
рольной группы лиц, препарат подвергается последующему 
разведению (1: 2, 1 : 4, 1: 10 и т. д.) до той степени, кото¬ 
рая обеспечит отсутствие выраженной амебоидной реак¬ 
ции со стороны нейтрофилов или внутриклеточных 
дегенеративных изменений (см. тест альтерации нейтро¬ 
филов) . 

Для проведения гистохимической реакции на гликоген 
по А. Л. Шабадашу мазки крови (тотчас после их приго¬ 
товления) фиксируют в спиртовом растворе нитрата меди 
и нитрата кальция с добавлением к нему непосредственно 
перед фиксацией формалина [на каждые 100 мл 96 е этило¬ 
вого спирта берут 1,8 г Си (N 03 ) 2 , 0,9 г Ca(N0 3 )2 и 10 мл 
40% формалина]. После добавления формалина фиксатор 
пригоден для работы в течение 2—3 ч. Спустя 40 мин после 
погружения мазков в фиксатор их отмывают от формалина 
в трех порциях 96° этилового спирта (по 10 мин в каждой 
порции). При повторных исследованиях порцию спирта, 
которая являлась первой (максимальное загрязнение фор¬ 
малином) , отбрасывают, а вторую и третью порции приме¬ 
няют соответственно в качестве первой и второй. Для 
заключительной отмывки используют новую порцию спир¬ 
та. Подсохшие на воздухе мазки пригодны для проведения 
реакции на гликоген в течение неопределенно долгого вре¬ 
мени. 
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Детальное описание предложенной в І947 г. А. Л. іЛа- 
бадашем гистохимической реакции на гликоген содержится 
в руководстве Г. И. Роскина и Л. Б. Левинсон «Микроско¬ 
пическая техника» (1957)Применительно к обработке 
мазков крови основные этапы реакции состоят в следую¬ 
щем: 1) инкубация (20—25 мин) в растворе перйодата 
при комнатной температуре, 2) промывание (2—3 мин) 
в дистиллированной воде, 3) погружение на 20—25 мин 
в реактив Шиффа, 4) обработка в трех порциях сернистой 
воды (по 2 мин в каждой), 5) троекратное промывание 
(по 15 мин) в дистиллированной воде. При постановке 
теста ППН препараты проходят еще один этап обработ¬ 
ки — в растворе гематоксилина. Время окраски ядер лей¬ 
коцитов гематоксилином зависит от его качества (2— 
10 мин). 

В случае необходимости может быть осуществлен конт¬ 
роль специфичности выявления гликогена. Для этого маз¬ 
ки обрабатывают амилазой в течение 40 мин в термостате 
(на каждые 10 мл физиологического раствора добавляют 
0,25 мл профильтрованной через бумажный фильтр ами¬ 
лазы слюны). 

При изучении реакции нейтрофилов для каждого обсле¬ 
дуемого лица готовят ряд пробирок. При использовании 
одного аллергена достаточно двух пробирок: опытной 
и контрольной. Если аллергенов несколько, то на каждый 
аллерген берут отдельную пробирку и одну общую для 
контроля. В опытные пробирки стерильными микропипет¬ 
ками вносят 0,02 мл аллергена, разведенного раствором 
цитрата натрия, в контрольные — 0,02 мл 5 % цитрата 
натрия. В связи с тем что при многодневном хранении 
растворенного в цитрате натрия аллергена его активность 
может меняться, наиболее стабильные результаты получа¬ 
ются при использовании одной и той же серии свежераз- 
веденного препарата. Используемый в контроле 5% раствор 
цитрата натрия не должен вызывать при 2-часовой инкуба¬ 
ции заметного усиления амебоидной активности нейтрофи¬ 
лов крови. Практика позволяет считать, что качественным 
является такой раствор, при использовании которого 
в контрольных препаратах большинства обследуемых лиц 
определяется не более 10% нейтрофилов с проявлениями 
амебоидной активности. Как и при других цитологических 

1 Приготовление реактивов для реакции на гликоген изложено 
и в наставлении, прилагаемом к каждой коробке концентрирован¬ 
ного аллергена для теста ППН. 



исследованиях, на стабильность контролен ППН сущест¬ 
венное влияние оказывают качество дистиллированной во¬ 
ды и обработка лабораторной посуды. Сдвиг среды в щелоч¬ 
ную сторону вызывает неспецифическое повреждение 
нейтрофилов крови. 

Для каждой опытной или контрольной пробы микро¬ 
пипеткой набирают по 0,08 мл крови и вносят в околодон¬ 
ную часть пробирки (первая капля отбрасывается). Для 
получения антикоагулирующего эффекта пробирки слегка 
встряхивают, закрывают пробками и ставят на 2 ч в тер¬ 
мостат при 38°. Пробирку, взятую после инкубации для 
приготовления мазков, снова слегка встряхивают в целях 
равномерного распределения лейкоцитов во всем объеме 
крови. Из каждой пробы рекомендуется (в целях надежно¬ 
сти) делать по два мазка средней толщины. Для приготов¬ 
ления мазков используют химически чистые, обезжирен¬ 
ные предметные стекла. Подсушенные на воздухе мазки 
маркируют, собирают в пачки или ставят в специальный 
контейнер для фиксации. 

Оценка теста ППН предусматривает просмотр 100 ней¬ 
трофилов в контрольном и 100 — в опытном мазках. При 
микроскопии нейтрофилы делят на две категории: нор¬ 
мальные и поврежденные — с достаточно объективными 
проявлениями амебоидной реакции. 

Результаты подсчета обрабатывают по формуле: 

Я, -Н 2 
100 ’ 

где Н\ — число поврежденных нейтрофилов в опыте; Н 2 — 
число поврежденных нейтрофилов в контроле; 100 — коли¬ 
чество просмотренных в мазке клеток. 

Попытки дополнить вышеописанный критерий амебоид¬ 
ной активности клеток оценкой концентрации в них гли¬ 
когена успеха не имели. Не говоря о существенных инди¬ 
видуальных колебаниях этого признака и недоказанности 
его непосредственной связи со степенью повреждения ней¬ 
трофилов аллергеном, необходимо указать, что интенсив¬ 
ность визуально воспринимаемой реакции на гликоген 
зависит от степени распластанности клетки на стекле, что 
в свою очередь определяется толщиной мазка. Несомненное 
значение имеет и активность использованных реактиво?. 
Не дало никаких преимуществ и рассмотрение выраженно¬ 
сти ППН с учетом средней величины псевдоподий или их 
среднего числа на один нейтрофил. 



Механизм теста ППН 


Говоря об участии полиморфноядерных лейкоцитов в фор¬ 
мировании иммунитета, следует указать, что со времени 
классических работ И. И. Мечникова основное внимание 
исследователей постоянно сосредоточивалось на фагоцито¬ 
зе. Успехи гистохимии и открытие лизосом стимулировали 
расшифровку наиболее интимных сторон этой функции 
клеток. Несравненно меньше информации было накоплено 
о влиянии гуморальных факторов на функциональную ак¬ 
тивность нейтрофилов крови. 

Первые результаты применения теста ППН были доло¬ 
жены нами в 1961 г. на конференции «Вопросы аллергии 
в современной клинике» и были связаны с оценкой сенси¬ 
билизации больных туберкулезом к туберкулину. К настоя¬ 
щему времени тест ППН апробирован с аллергенами стреп¬ 
тококка, стафилококка, с листерином, бруцеллином, токсо- 
ялазмином, дизентерином, с рядом тканевых аллергенов 
я антибиотиками. Этот факт позволяет утверждать, что 
феномен усиления амебоидной активности нейтрофилов 
крови сенсибилизированного лица при контакте со специ¬ 
фическим аллергеном имеет в патологии достаточно широ¬ 
кое распространение. В изучение механизмов этого фено¬ 
мена существенный вклад внесли исследования, выполнен¬ 
ные М. И. Китаевым и И. Б. Засухиной (1971). Изучая 
проявления аутоаллергии к антигену легкого у больных 
туберкулезом, авторы поставили перед собой задачу оце¬ 
нить роль циркулирующих и фиксированных на клетках 
аутоантител и комплемента в тесте ППН. 

Используя различные комбинации ингредиентов при 
постановке пробы (тканевой антиген, сыворотка и лейко¬ 
циты больных или здоровых людей), авторы доказали, что 
интенсивность амебоидной активности нейтрофилов при 
инкубации крови с тканевым антигеном существенно зави¬ 
сит от свободно циркулирующих в крови аутоантител 
(табл. 2). 

Более того, реакция нейтрофилов могла быть воспроиз¬ 
ведена при инкубации крови здорового человека с сыворот¬ 
кой больных туберкулезом. Лейкоциты здоровых доноров 
фиксировали из сыворотки сенсибилизированных больных 
противотканевые и противотуберкулезные антитела. Одна¬ 
ко поступление в плазму антител с экстрактом разрушен¬ 
ных лейкоцитов хотя и приводило к существенному повы¬ 
шению их титра, но не вызывало заметного повреждения 
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Таблица 2 

Роль гуморальных факторов в механизме аутоаллергической 
повреждаемости нейтрофигов с легочным антигеном при 
туберкулезе легких (по М. И. Китаеву и И. Б. Засухиной, 1971) 


Серия исследований 

исследо¬ 

ваний 

ППН с легочным 

М±лі 

Нейтрофилы больных туберкулезом в 
собственной сыворотке 

34 

о,і 2 ±о;оі 

Нейтрофилы здоровых доноров в соб¬ 
ственной сыворотке 

12 

0,04±0,008 

Нейтрофилы больных туберкулезом в 
сыворотке здоровых доноров 

34 

0,06±0,01 

Нейтрофилы здоровых доноров в сы¬ 
воротке больных туберкулезом 

38 

0,16±0,01 

Нейтрофилы здоровых доноров в ис¬ 
тощенной сыворотке больных ту¬ 
беркулезом 

14 

0,05±0,008 

Нейтрофилы здоровых доноров с эк¬ 
страктом разрушенной клеточной 
взвеси крови больных 

15 

0,03±0,005 

Нейтрофилы здоровых доноров, на¬ 
груженные легочным антигеном, в 
сыворотке больных туберкулезом 

10 

0,21 ±0,03 

Нейтрофилы здоровых доноров в инак¬ 
тивированной сыворотке больных 
туберкулезом 

Нейтрофилы здоровых доноров в реак¬ 
тивированной сыворотке больных 
туберкулезом (добавлен комплемент) 

24 

0,05±0,01 

14 

0,16±0,02 


нейтрофилов донора в присутствии специфических аллер¬ 
генов. Определенная зависимость обнаружилась в отноше¬ 
нии участия в реакции полного комплементарного комп¬ 
лекса или отдельных его фракций (Сі, Сг, Сз, С 4 ): инакти¬ 
вация комплемента снижала повреждаемость нейтрофилов, 
а его добавление в бескомплементарную сыворотку восста¬ 
навливало реакцию. Подобные же данные ранее получили 
Н. В. Медуницин и В. Б. Гервазиева (1967), изучавшие 
реакцию полиморфноядерных лейкоцитов у больных поли- 
нозами на пыльцовые аллергены. Ими также отмечена 
зависимость повреждения клеток от циркулирующих кож- 
носенсибилизирующих антител, концентрировавшихся во 
фракции IgA белков сыворотки. Работая под нашим руко¬ 
водством, Ю. П. Жуклис подтвердил значение гумораль¬ 
ных факторов в воспроизведении реакции нейтрофилов 
(табл. 3). 
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Таблица 3 

Влияние сыворотки больных туберкулезом легких на повреждаемость 
нейтрофилов туберкулином (по Ю. П. Жуклису, 1970) 


Значения 
ППН в груп¬ 
пах больных 
детей 

|1 
гг S 

Тубер- 

(М±от) 

1 Показатель повреждения нейтрофилов 

ЛмШ 

донора 

сыворотка донора 
.6* (ППН^ донора 

кулином, 

без тубер¬ 
кулина 

кулином і 

без тубер¬ 
кулина 

Низкие 

Высокие 

23 

23 

0,06 

(±0,01) 

0,20 

(±0,01) 

0,43 

(±0,03). 

0,48 

(±0,03) 

0,02 

(±0,005) 

0,03 

(±0,01) 

0,06 

(±0,01) 

0,16 

(±0,01) 

0,02 

(±0,005) 

0,02 

(±0,01) 


Заготовив сыворотку от больных туберкулезом с высо¬ 
кими и низкими значениями ППН на туберкулин, Ю. П. 
Жуклис обследовал 46 детей школьного возраста, страдав¬ 
ших различными формами первичного туберкулеза. Оказа¬ 
лось, что инкубация крови в смеси с туберкулином и сыво¬ 
роткой больного с высоким уровнем ППН вызывала резкое 
усиление активности гранулоцитов. Усиление отмечалось 
не только в опытах с кровью детей с низким исходным зна¬ 
чением ППН, но и в опытах, где показатели исходной 
реакции были достаточно высокими. Уместно указать, что 
в каждой из двух перечисленных групп показатели увели¬ 
чивались не выше уровня, который был зафиксирован 
в реакции с кровью самого донора на туберкулин. 

На первых этапах изучения теста ППН у нас складыва¬ 
лось впечатление, что видимые под микроскопом измене¬ 
ния нейтрофилов указывают на необратимые изменения 
в клетках и отражают их распад. Однако специальные на¬ 
блюдения, проведенные в жидкой камере при инкубации 
крови больных туберкулезом с туберкулином, опровергли 
эту точку зрения (В. А. Фрадкин, 1967). В камере с жид¬ 
костью реакция нейтрофилов на аллерген регистрировалась 
при помощи фазово-контрастной микроскопии и цейтра- 
ферной киносъемки (16 кадров в минуту). 

Наблюдения показали (рис. 6), что видимые в фикси¬ 
рованном мазке изменения контуров полиморфноядерных 
лейкоцитов не являются результатом необратимого лизи¬ 
са, а отражают интенсивную амебоидную реакцию. В тече¬ 
ние цервых 2 ч инкубации амебоидная активность харак- 








теризовалась пульсирующим ритмом: периодически она 
затихала и клетки возвращались к сферической форме. Для 
уточнения условий взаимодействия нейтрофилов с раство¬ 
ренным аллергеном сотрудники нашей лаборатории А. В. 
Давыдова и С. Ф. Радунская использовали туберкулин, 
меченный изотиоциопатом флюоресцеина. Предваритель¬ 
ные кожные пробы, поставленные зараженным туберкуле¬ 
зом животным, подтвердили его активность. Применение 
меченого туберкулина показало, что нейтрофилы крови 
больных туберкулезом уже в течение первых 15 мин инку¬ 
бации поглощали заметные количества препарата, а спустя 
30 мин он нередко заполнял всю цитоплазму. В противо¬ 
положность этому нейтрофилы инфицированных, но прак¬ 
тически здоровых людей поглощали туберкулин незначи¬ 
тельно. 

Заметное на снимках (рис. 7) «обтекание» меченым 
аллергеном ядерных зон указывает на проникновение пре¬ 
парата в цитоплазму. Разумеется, приведенные данные 
являются еще недостаточными для полной расшифровки 
механизма реакции нейтрофилов крови на антиген. И тем 
не менее в своей совокупности они несомненно говорят 
о иммунологической природе этого явления. 
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Рис. 1. Пиноцитоз меченого 
туберкулина нейтрофилами 
крови спустя 15 мин с мо¬ 
мента начала инкубации у 
больного туберкулезом (А) 
и здорового человека (Б) и 
спустя 30 мин (соответст¬ 
венно В и Г). 


Тест ППН при туберкулезе 

Для реакции применяется очищенный лиофилизированный 
туберкулин. При постановке реакции in vitro содержимое 
ампулы туберкулина растворяют в 1 мл стерильного 5% 
раствора цитрата натрия. 

Диагностика туберкулеза легких у взрослых. В клинике 
туберкулеза оценка чувствительности больных к туберку¬ 
лину относится к первоочередным исследованиям, резуль¬ 
таты которых должны характеризовать специфическую 
реактивность организма в различные периоды заболевания. 
Применение для этих целей ППН показало не только диа¬ 
гностическую значимость повышения данного показателя, 
но и возможность разграничения клинических фаз тубер¬ 
кулезного процесса: обострения и затихающего обострения. 
В качестве примера рассмотрим результаты оценки ППН 
у 241 взрослого с активным туберкулезным процессом 
в легких. В период туберкулинодиагностики в соответствии 
с данными комплексного клинического обследования боль¬ 
ных у 123 человек процесс характеризовался фазой обо¬ 
стрения (средний показатель — 0,37), у 118 — фазой зати¬ 
хающего обострения (средний показатель — 0,23). Ис¬ 
пользованная для статистической обработки материала 
эмпирическая функция распределения строилась по точкам 
абсциссы, на которую наносили значения ППН; точки оси 
ординат соответствовали (в процентном выражении) коли¬ 
честву случаев, в которых выраженность признака не 
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ППН на туберкулин у практически здоровых лиц и больных ту¬ 
беркулезом легких. 

1 — здоровые; 2 — больные в фазе обострения; 2 — больные в фазе зати¬ 
хающего обострения. 


превосходила данного значения. Иначе говоря, при этом 
получалось изображение распределения в виде кривой, 
ординаты которой пропорциональны накопленным часто¬ 
там вариационного ряда. Для оценки существенности раз¬ 
личий двух средних величин был применен критерий X, 
предложенный А. Н. Колмогоровым и Н. В. Смирновым 
(цит. по Н. А. Плохинскому, 1961). Обсуждение вопроса 
статистической обработки данных, отражающих реакцию 
лейкоцитов крови на аллерген, вызвано тем обстоятель¬ 
ством, что во многих случаях вариабельность обсуждаемых 
реакций в недостаточной степени описывается законом 
нормального распределения. Как отмечают И. П. Ашмарин 
и А. А. Воробьев (1962), в иммунологических исследова¬ 
ниях отклонения такого рода встречаются достаточно ча¬ 
сто. По-видимому, выраженность иммунологических и ал¬ 
лергических реакций нередко определяется факторами, 
действие которых пока еще не поддается учету. В резуль¬ 
тате обработки данных установлено (рис. 8), что значение 
критерия между каждой из трех функций распределения 
значительно превосходит величину 1,95, и, следовательно, 
различия между совокупностями высокодостоверны. Для 
большей наглядности рассмотрим эти же материалы на 
производных от функций распределения. Последние полу¬ 
чались путем графического дифференцирования сглажен¬ 
ного графика эмпирической функции распределения (спо¬ 
соб простой скользящей средней). Как показывает график 
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Значения ППН 

Рис. 9. График плотности распределения показателей ППН под 
влиянием туберкулина у больных туберкулезом легких при обост¬ 
рении и затихании процесса. 

1 — фаза обострения; 2 — фаза затихающего обострения. 

плотностей (рис. 9), в группе больных с затихающим обо¬ 
стрением максимальная частота падала на значение ППН 
0,2, а в группе с обострением — 0,33. Точка пересечения 
совокупностей соответствовала значению 0,28. При обост¬ 
рении процесса выше этого показателя находилось 67,5% 
вариант, при затихающем обострении—только 25,2. В груп¬ 
пе практически здоровых людей (см. рис. 8) 93,2% вариант 
оставались в пределах 0,1 и только в 6,8% значения ППН 
были выше (0,11—0,2). 

По формам заболевания больные туберкулезом легких 
распределялись следующим образом: фиброзно-каверноз¬ 
ный процесс — 63 человека, инфильтративно-пневмониче¬ 
ский — 69, гематогенно-диссеминированный — 33, очаговый 
туберкулез — 57, прочие формы туберкулеза легких —9, 
состояние после хирургического лечения туберкулеза лег¬ 
ких — 10. Статистическая обработка данных по этим груп¬ 
пам вне зависимости от клинических фаз заболевания 
позволяет сделать вывод, что форма туберкулезного про¬ 
цесса в легких незначительно влияет на выраженность 
реакции нейтрофилов на туберкулин. Среднее значение 
ППН при фиброзно-кавернозном процессе было равно 0,34, 
при инфильтративно-пневмоническом — 0,31, при гемато¬ 
генно-диссеминированном — 0,3, при очаговом процессе — 
0,26. Без учета клинических фаз процесса практически 
равнозначной оказалась выраженность теста и в трех воз¬ 
растных подгруппах между 17 и 72 годами. 

Принципиально совпадающие результаты были получе¬ 
ны В. Я. Гергертом (1970). Если при обострении туберку¬ 
леза легких (фаза инфильтративной вспышки) средний 
уровень ППН был равен 0,31, то в период начального зати¬ 
хания процесса средний показатель соответствовал уже 
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0,27. В отдаленные сроки от начала ремиссии ППН был 
еще ниже: в группе больных, у которых до начала эффек¬ 
тивной химиотерапии наблюдалось обострение процесса,— 
0,21, в группе с неактивным туберкулезом — 0,13. 

Рассмотрим результаты сопоставления реакции нейтро¬ 
филов крови с показателями внутрикожной туберкулино¬ 
диагностики. Для обоих тестов использовалась одна серия 
туберкулина. Больным одномоментно ставились четыре 
пробы Манту с разведениями аллергена 10~ 6 , ІО -5 , ІО -4 
и 1 :2000. При этом в отличие от диагностической значи¬ 
мости теста ППН при различных фазах туберкулезного 
процесса титрование по Манту такого эффекта не дало 
(табл. 4). Заметим, что у 10 больных даже при внутрикож¬ 
ной пробе с туберкулином в разведении 1 : 2000 реакция 
отсутствовала. И в этих 10 случаях реакция нейтрофилов 
была высокой (8 человек) или повышенной (2 человека). 


Таблица 4 

Сопоставление результатов определения ППН и кожной пробы 
Манту 




1 Порог чувствительности кожи к туберкулину 



1 10 4 -1 : 2000 и ниже | 

іо" 5 - 

-ІО" 6 

процесса 


больных 

величина 

ППН 

больных 

средняя 

величина 

ППН 

Обострение 

Затихающее обостре¬ 

94 

83 

0,37 

11 

0,36 

ние 

77 

66 

0,24 

11 

0,30 

Всего. . . 

171 

149 

1 
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Обсуждая вопросы интенсивности реакции нейтрофилов 
на туберкулин, следует иметь в виду, что абсолютная ве¬ 
личина показателя безусловно зависит от активности ис¬ 
пользованного аллергена, на что мы обращали внимание 
при переходе от одной серии препарата к другой (В. А. 
Фрадкин, Е. Г. Меерович, 1965). И это вполне понятно, так 
как утвержденные техническим регламентом колебания 
в активности разных серий туберкулина могут достигать 
20%. Заметим, что в отношении других бактериальных 
аллергенов такого рода различия могут быть еще более 
значительными. Однако вне зависимости от этих колебаний 
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выраженность ППН у больных туберкулезом постоянно 
остается достоверно более высокой, чем у инфицирован¬ 
ных, но практически здоровых людей, и постоянно сохра¬ 
няются существенные различия в интенсивности реакции 
при клинически отличных фазах процесса: обострения 
и затихания. Используя тест ППН, к аналогичным заклю¬ 
чениям пришли Г. С. Фенстер (1968), В. В. Марчек (1968), 
Б. Д. Агапонов (1969), Л. П. Чумакова (1973). 

Диагностические возможности теста ППН были прове¬ 
рены и в условиях динамического изучения аллергии. 
У 107 больных туберкулезом легких аллергия изучалась 
2 или 3 раза. Сдвиги ППН рассматривались под углом зре¬ 
ния изменений, возникавших у больных в клинической 
картине заболевания между начальным и каждым из по¬ 
следующих исследований. У большинства больных переход 
процесса в фазу затихания сопровождался снижением чув¬ 
ствительности нейтрофилов к туберкулину. 

В исследовании В. М. Тавровского, Л. П. Чумаковой 
и А. Р. Шик (1973) реакция нейтрофилов крови была 
применена для характеристики изменений специфической 
аллергии у больных туберкулезом легких в ближайшие 
сроки после резекции легкого. Постановка теста ППН про¬ 
изводилась до операции и еженедельно в продолжение 
полутора месяцев после операции. Оказалось, что опера¬ 
тивное удаление основного туберкулезного очага сравни- 
тельцо быстро приводило к значительному снижению сте¬ 
пени аллергической реакции на туберкулин. Авторы при¬ 
ходят к заключению о целесообразности применения ППН 
для уточнения активности остаточных туберкулезных из¬ 
менений и определения тактики в отдаленном послеопера¬ 
ционном периоде. 

Диагностика туберкулеза глаз. Распознавание заболе¬ 
ваний туберкулезной этиологии в офтальмологической 
практике представляет определенные трудности. Они выте¬ 
кают из отсутствия патогномонических признаков, скудно¬ 
сти субъективной и объективной симптоматики. Кроме 
того, применение специфических провокационных проб 
(подкожное введение туберкулина) во многих случаях 
встречает противопоказания и признается клиницистами 
небезопасным. 

Использование теста ППН для диагностики туберкулеза 
глаз было осуществлено М. И. Китаевым, Н. Г. Виногра¬ 
довой (1971) и Т. Д. Малютиной (1971). Т. Д. Малютина 
применила реакцию нейтрофилов на туберкулин у больных 



С такими хроническими заболёванйймй, как серозные вяло 
текущие увеиты, дисфункции цилиарного тела и др. Конт¬ 
рольная группа включала в себя больных острыми пласти¬ 
ческими иридоциклитами. В активном периоде туберкулез¬ 
ного заболевания глаз повышенные и высокие значения 
ППН регистрировались у 79,5% больных. В тех случаях, 
когда специфическая противотуберкулезная терапия сопро¬ 
вождалась отчетливым клиническим эффектом, интенсив¬ 
ность амебоидной реакции нейтрофилов на туберкулин 
снижалась. У большинства больных контрольной группы 
(78,2%) показатель повреждения нейтрофилов был низ¬ 
ким. 

М. И. Китаев и Н. Г. Виноградова использовали тест 
ППН для оценки проявлений аллергии у больных с мета¬ 
статическим туберкулезом глаз и заболеваниями глаз не¬ 
туберкулезной этиологии (кератиты, склериты, увеиты, 
хориоидиты и др.). В то время как при активных формах 
метастатического туберкулеза глаз средний показатель 
реакции составил 0,22 (±0,01) в контрольной группе 

он равнялся 0,02 (±0,002). В случаях успешной ком¬ 
плексной терапии чувствительность нейтрофилов к тубер¬ 
кулину угасала. На основании сопоставления у одних и тех 
же больных проб Пирке и теста ППН авторы пришли к вы¬ 
воду, что последний лучше отражает сенсибилизацию ор¬ 
ганизма. 

Диагностика туберкулеза кожи. Изучение аллергии 
к туберкулину методом ППН при специфических туберку¬ 
лезных и неспецифических поражениях кожи было прове¬ 
дено П. Б. Вейнеровым, Л. С. Когосовой и Ю. А. Рудченко 
(1971). Под наблюдением находились больные с выражен¬ 
ными туберкулезными изменениями кожных покровов, 
лица, получавшие профилактическое противорецидивное 
лечение, и больные с поражениями кожи нетуберкулезной 
этиологии. Реакция нейтрофилов у лиц с активным тубер¬ 
кулезным процессом была достоверно выше, чем у лю¬ 
дей, получавших превентивную специфическую терапию. 
У больных с нетуберкулезными изменениями кожи выра¬ 
женность ППН была близка к нулю (0,02). 

Диагностика туберкулеза мочеполовой системы. Диа¬ 
гностика туберкулеза в урологической клинике относится 
к сложным разделам инфекционной патологии. Результаты 
применения теста ППН у 158 больных туберкулезом почек 
и мочеполовой системы освещает работа М. И. Китаева, 
Е. П. Еганова и С. Кулбаевой (1971). В активных фазах 
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Рис. 10. Функции эмпирического распределения показателей теста 
ППН на туберкулин у больных туберкулезом и здоровых детей. 

1 — фаза обострения; 2 — фаза затихающего обострения; 3 — контроль 
(здоровые). 

нелеченого туберкулеза почек и мочеполового тракта сред¬ 
негрупповые значения реакции соответствовали 0,25 
(±0,016) и 0,20 (±0,02). Из 68 больных этих двух групп 
только у 3 человек тест ППН не был повышен. Затихание 
специфического процесса в результате комплексной тера¬ 
пии сопровождалось четкой нормализацией показателя. 
Последний снижался до уровня контрольной группы (0,03) 
с нетуберкулезными поражениями органов. 

Диагностика костно-суставного туберкулеза. По данным 
литературы, специфическая сенсибилизация у больных 
костно-суставным туберкулезом ниже, чем у больных 
с другими локализациями процесса. Эта закономерность 
проявилась и при применении теста ППН (Д. К. Кожом- 
кулов, 1971). В активной фазе туберкулезного спондилита, 
коксита или гонита средние величины ППН находились 
в пределах 0,15—0,17. В неактивные периоды болезни по¬ 
казатели достоверно снижались до 0,05—0,09 и приближа¬ 
лись к показателям больных с острыми и хроническими 
остеомиелитами, опухолями костей, врожденными вывиха¬ 
ми. Д. К. Кожомкулов отмечает, что реакция нейтрофилов 
на туберкулин имеет диагностическое значение в клинике 
костно-суставного туберкулеза. 

Диагностика туберкулеза у детей. Выявление туберку¬ 
леза у детей продолжает оставаться одной из сложных 
дифференциально-диагностических проблем в педиатрии, 
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поскольку начальные формы заболевания чаще всего пред¬ 
ставляют собой своеобразный клинический синдром, кото¬ 
рому сопутствует реакция лимфатических узлов, не выяв¬ 
ляемая методами рентгенодиагностики. Симптомы тубер¬ 
кулезной интоксикации не специфичны у детей и часто 
зависят от других, не связанных с туберкулезом причин 
(ревматизм, тонзиллит и т. п.). Введенный в практику 
метод внутрикожной противотуберкулезной вакцинации 
существенно затруднил выявление с помощью кожных 
туберкулиновых проб состояния первичной туберкулезной 
инфекции у детей — состояния «виража». 

По наблюдениям А. А. Ефимовой (1965), у детей млад¬ 
шего возраста через ІѴг мес после введения вакцины БЦЖ 
на внутрикожные туберкулиновые пробы реагировало 
92,3%, а спустя год — 94% детей. На таком уровне наруж¬ 
ные кожные покровы отвечали специфическими реакциями 
на туберкулин в течение 5 лет. Подобные же результаты 
наблюдались и при обследовании детей старшего возраста 
(Л. А. Митинская, 1966). Вот почему дифференцировка 

Таблица 5 

Выраженность ППН у больных туберкулезом детей при различных 
формах и клинических фазах процесса 


Характер туберкулезного 
процесса 



Выраженность ППН 
(число случаев) 


форма заболевания 

ностГ 

ППН 

S' 

0,00- 

0,10 

0,11— 

0,20 

0,21- 

0,30 

0,31- 

0,57 

Первичный локаль¬ 
ный туберкулез 

Вспышка 

0,20 

32 

6 

14 

7 

5 

Вторичный тубер- 1 
кулез 


0,23 

17 

4 

4 

5 

4 

Туберкулезная ин¬ 
токсикация 


0,23 

32 

1 

13 

13 

5 

Первичный локаль¬ 
ный туберкулез 

Затиха- 

0,07 

■ 

75 

58 

12 

3 

2 

Вторичный тубер¬ 
кулез 

Туберкулезная ин¬ 
токсикация 


0,09 

26 

19 

5 

2 

_ 


0,06 

22 

17 

4 

1 


Контрольная груп¬ 
па (больные рев¬ 
матизмом) 


0,05 

34 

J2J 

2 

_ 

_ 
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Рис. 11. График плотности распределения показателей ППН под 
влиянием туберкулина у больных туберкулезом детей при обост¬ 
рении и затихании процесса. 

1 — фаза вспышки; 2 — фаза затихания. 

инфекционной и поствакцинальной сенсибилизации орга¬ 
низма с помощью реакций кожи на аллерген превратилась 
в трудно разрешимую проблему. При этих условиях необ¬ 
ходимость применения новых методов диагностики аллер¬ 
гии к туберкулину вполне очевидна. 

Использование теста ППН в клинике детского туберку¬ 
леза было осуществлено нами совместно с Н. Н. Ильяш 
(1965). У большинства больных диагностировался первич¬ 
ный локальный туберкулез. В 29% случаев туберкулезный 
процесс не имел ясной локализации (ранняя и хрониче¬ 
ская интоксикация), в 20 % определялся вторичный тубер¬ 
кулез. Наиболее часто выраженные реакции (выше 0,2) 
встречались среди детей с симптомами туберкулезной ин¬ 
токсикации. Наименее выраженной чувствительностью 
нейтрофилов к туберкулину характеризовались больные 
с первичными локальными формами процесса. Как и в кли¬ 
нике туберкулеза у взрослых, различия между фазами обо¬ 
стрения и затихающего обострения процесса у детей оказа¬ 
лись существенными (рис. 10). Если в период обострения 
вне зависимости от формы заболевания абсолютное боль¬ 
шинство значений ППН оказалось выше 0,1 и более чем 
у половины детей превосходило 0,2, то при затихающем 
обострении около 80% всех проб характеризовалось пока¬ 
зателями в пределах 0,1 (табл. 5). Весьма наглядно это 
иллюстрирует график плотности распределения признака 
(рис. 11). 


50 



Несколько подробнее остановимся на группе детей 
младшего возраста, которая состояла из 16 мальчиков 
и 17 девочек в возрасте от 9 мес до 3 лет, поступивших 
в больницу с подозрением на туберкулез (всего 33 ребен¬ 
ка). В результате клинического обследования у 5 детей 
диагноз туберкулеза был отвергнут. У 28 детей заболевание 
туберкулезом было подтверждено. Из 28 больных туберку¬ 
лезом детей 7 были с локальными проявлениями процесса 
(1 ребенок с первичным туберкулезным комплексом и 6 — 
с бронхоаденитом), а 21 — с туберкулезной интоксикацией 
(с ранней — 20, с хронической — 1). У 3 детей, кроме того, 
имелся кератоконъюнктивит. В тех случаях, когда диагноз 
туберкулеза был отвергнут, дети выписались из больницы 
с диагнозами: неспецифическая пневмония, «вираж» тубер¬ 
кулиновых проб без явлений интоксикации, поствакци¬ 
нальная аллергия. 

Реакция нейтрофилов крови на туберкулин исследова¬ 
лась у большинства детей в первые дни поступления 
в больницу до лечения туберкулостатическими препарата¬ 
ми. В период обследования у всех детей с туберкулезом 
были ярко выражены симптомы интоксикации: бледность 
покровов, вялость, плохой аппетит, пониженное питание 
и плохой тургор тканей. У всех пальпировались VI—VII 
и даже VIII группы лимфатических узлов 2—3-го размера, 
эластичные, мягкие, реже плотно-эластичные. Рентгеноло¬ 
гически у детей с ранней интоксикацией выявлялось уси¬ 
ление сосудистого рисунка. У 6 детей с бронхоаденитом 
был обнаружен правосторонний туберкулез бронхо-пуль¬ 
мональных узлов в фазе инфильтрации и у одного — в фа¬ 
зе рассасывания. У 22 детей скорость оседания эритроци¬ 
тов была увеличена, у 13 в формуле крови отмечалась 
нейтрофилия, преимущественно без «сдвига влево». У всех 
детей сопутствующим заболеванием был рахит I— II степе¬ 
ни в фазе разгара или реконвалесценции. У большинства 
больных туберкулезом детей раннего возраста (19 из 28) 
показатель повреждения нейтрофилов был повышен 
(табл. 6). 

Если теперь рассмотреть интенсивность ППН в зависи¬ 
мости от возраста детей, то окажется, что при обострении 
туберкулезного процесса реакция лейкоцитов в первой 
возрастной группе была несколько менее выражена 
(табл. 7). 

Не исключено, что эта закономерность определялась не 
только особенностями реактивности детей раннего возра- 
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Таблица 6 


Выраженность ППН у больных туберкулезом детей раннего возраста 


Группа детей 


Выраженность ППН (число случаев) 

детей 1 

0,00-0,05 

0,06-0,1 

0,11-0,2 

0,21-0,43 

Больные 
туберкулезом: 
Туберкулезная инток¬ 
сикация 

21 

6 


9 

6 

Локальные формы ту¬ 
беркулеза 

7 

1 

2 

1 

3 

Всего. . . 

28 

7 

2 

іо 

9 

Туберкулезный про¬ 
цесс отсутствует 

5 

4 

- 

1 

- 


Таблица 7 

Выраженность ППН у больных туберкулезом детей (фаза обострения 
процесса в различных возрастных группах) 



им вакцины БЦЖ (в части случаев за 9—18 мес до прове¬ 
дения исследований). 

Как и у взрослых, постановка туберкулиновых реакций 
in vivo (пробы Пирке) не позволила расчленить у детей 
клиническую фазу процесса (обострение и затихание). 
В этой связи какой-либо корреляции между выражен¬ 
ностью накожных проб и тестом ППН установить не уда¬ 
лось. 

Дифференцировка инфекционной 
и вакцинальной аллергии к туберкулину 

Внедрение в практику впутрикожного метода противоту¬ 
беркулезной вакцинации и ревакцинации существенно 
усложнило дифференцировку поствакцинальной и постин- 
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Группы ребанцинироВанных Группы ишрициро- 

детей Ванных детей 



Рис. 12. Функции эмпирического распределения теста ППН на ту¬ 
беркулин у здоровых, но инфицированных или ревакцинированных 
вакциной БЦЖ детей. 

1—2 — 6 мес; 2 — более 6 мео после ревакцинации; з — первые 6 мес; 
4 — более 12 мес после появления «виража». 


фекционной аллергии. Исследования последних лет указы¬ 
вают на то, что после внутрикояшого введения БЦЖ вы¬ 
раженность аллергии к туберкулину достигает своего 
максимума спустя 12 мес и этот уровень не снижается 
в течение 5 лет. Регистрация в этих условиях положитель¬ 
ных проб Пирке или Манту обычно может служить основа¬ 
нием для установления времени туберкулинового «ви¬ 
ража». 

Применение нами совместно с Л. А. Митинской и Н. Н. 
Ильяш теста ППН в разные сроки после ревакцинации 
детей показало (рис. 12), что уже через 6 мес после вве¬ 
дения вакцины БЦЖ повышения чувствительности ней¬ 
трофилов к туберкулину не обнаруживается. Это обстоя¬ 
тельство и создает оптимальные условия для дифференци¬ 
ровки инфекционной аллергии у ревакцинированных детей. 
В самом деле, если при обследовании ребенка реакция 
нейтрофилов на туберкулин оказывается повышенной или 
высокой и если известно, что в предшествующие 6 мес 
вакцина БЦЖ ему не вводилась, то с достаточным основа¬ 
нием можно ставить вопрос о том, что повышение ППН 
является следствием свежего инфицирования (см. рис. 12) 
пли активного туберкулезного процесса. 
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Представляет интерес попытка В. М. Борис (1969) 
разграничить поствакдинную и постинфекционную аллер¬ 
гию у тех детей, у которых первичная постановка теста 
ППН не выявила его повышения. По данным автора, в тех 
случаях, когда происходило инфицирование, внутрикожная 
проба Манту с 5 туберкулиновыми единицами вызывала 
спустя 24 ч достоверное повышение реакции нейтрофилов 
на аллерген. В случае аллергической перестройки, обуслов¬ 
ленной противотуберкулезной внутрикожной вакцинацией, 
такого повышения не наблюдалось. Следует думать, что эти 
различия были обусловлены более глубокой аллергической 
перестройкой детского организма в результате внедрения 
вирулентных штаммов микобактерий туберкулеза. 


Тест ППН при других инфекциях 

Оценка аллергии к гемолитическому стрептококку. Успеш¬ 
ное применение теста ППН в клинике туберкулеза послу¬ 
жило отправной точкой для исследований, направленных 
на использование реакций нейтрофилов крови с другими 
бактериальными аллергенами. В связи с тем, что большин¬ 
ство из них в процессе изготовления не подвергается лио- 
фильному высушиванию, нами была предложена описан¬ 
ная выше модификация теста, дающая возможность при¬ 
менять для диагностики любые жидкие аллергены (В. А. 
Фрадкин, О. Г. Соломатина, 1963). К настоящему времени 
исследования, проведенные со стрептококковым аллерге¬ 
ном, выполнены в основном в клинике ЛОРзаболеваний 
и клинике ревматизма. Так, Э. В. Гюллинг (1964) оценил 
феномен повреждения нейтрофилов по отношению к про¬ 
дуктам жизнедеятельности стрептококка у 43 больных 
хроническим тонзиллитом, использовав в качестве аллерге¬ 
на фильтрат бульонных культур стрептококка. Автор сооб¬ 
щает о существенно более высоких реакциях лейкоцитов 
у больных по сравнению с контрольной группой. Н. И. 
Винникова (1965), проведя клинико-микробиологические 
сопоставления при пародонтозе, указала, что среди обсле¬ 
дованных больных повышенные значения интенсивности 
реакции нейтрофилов на стрептококковый аллерген встре¬ 
чались достаточно часто. 

Применение ППН со стрептококковым аллергеном для 
выявления аллергии при хроническом гнойном отите мы 
находим и в работе В. И. Кищенковой (1967). В то время 
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как ни у одного лица из контрольной группы реакция ней¬ 
трофилов не превысила 0,09 (средняя групповая величина 
0,06), у 22 больных из 30 показатели были выше 0,1. Пока¬ 
затели до 0,15 были у 6, от 0,16 до 0,2 — у 12 и выше 0,21 — 
у 4 больных. В работе подчеркивается, что при слабополо¬ 
жительных реакциях кожи на аллерген значения ППН не 
превышали 0,15, в то время как при резко положительных 
реакциях тест in vitro колебался между 0,16 и 0,23. На 
достоверные различия в реакции нейтрофилов на стрепто¬ 
кокковый аллерген у детей с аденоидными разрастаниями 
и рецидивирующими аденоидами и у здоровых детей ука¬ 
зал В. Н. Медведев (1967). 

Наиболее обширные наблюдения в педиатрической 
клинике были выполнены Л. А. Безруковым (1968). Аллер¬ 
гия к стрептококку изучалась у больных бронхиальной 
астмой, хроническим токсико-аллергическим тонзиллитом 
и ревматизмом. Рекомендуя данный метод для практиче¬ 
ского использования в целях специфической диагностики 
микробной гиперчувствительности, автор подчеркивает, 
что лишь выраженные реакции кожи на аллерген коррели¬ 
руют с тестом ПЦН. Так, в группе больных бронхиальной 
астмой (116 человек) при реакциях кожи, развивавшихся 
по немедленному типу и слабо выраженных (+), значения 
ППН от 0,11 и выше встречались в 12% случаев, а при 
сильной выраженности реакций (Н—|—|—Ь) совпадения 
с тестом нейтрофилов составили 91%. При учете реакций 
кожи на аллерген по замедленному типу аналогичные сопо¬ 
ставления обнаружили совпадения в 18% при местных 
реакциях (+) и 90,6% при максимальной выраженности 
кожных проб (-|—|-++)- В контрольной группе практиче¬ 
ски здоровых детей повышенные значения ППН (более 
0,11) наблюдались лишь в 2,2% случаев. 

Специальное исследование наших сотрудников было 
выполнено в клинике ревматизма. Для постановки проб 
использовали концентрированный (маточный) раствор ал¬ 
лергена, приготовленный в производственных условиях по 
методике Андо—Вержиковского. Значения ППН в преде¬ 
лах 0,1 были отмечены лишь у 11,6% больных. У 30% по¬ 
казатели были в пределах 0,11—0,15 и у 58,4% — от 0,16 
и выше. Следует указать, что при анализе материала в за¬ 
висимости от клинического течения заболевания наиболее 
высокая реакция нейтрофилов обнаружилась при активно¬ 
сти ревматизма 2-й и 3-й степени (70% реакций от 0,16 
и выше). В противоположность этому у больных с клини- 
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чески неактивной фазой процесса большинство показате¬ 
лей не превышало 0,15. При динамических наблюдениях 
отмечалось снижение ППН у тех больных, у которых лече¬ 
ние давало удовлетворительные результаты. 

Оценка аллергии к гемолитическому стафилококку. 
Аллерген стафилококка выпускается в жидкой форме, 
в связи с чем исходная концентрация антикоагулянта (цит¬ 
рат натрия) для его разведения равна 25%. Попытка при¬ 
менения реакции нейтрофилов в целях регистрации аллер¬ 
гии к гемолитическому стафилококку была предпринята 
нами в 1963 г. Развернутые наблюдения в этом направле¬ 
нии содержит работа Е. Г. Зеленовой (1971). Основной 
контингент обследованных ею лиц состоял из больных 
хроническим гнойным отитом (109 человек), среди кото¬ 
рых у 58,8% был выделен патогенный стафилококк в чи¬ 
стой культуре или в ассоциации с другими микроорганиз¬ 
мами. В качестве условных контрольных контингентов 
были использованы больные, у которых флора патологиче¬ 
ского очага состояла из протея и кишечной палочки. От¬ 
дельные случаи повышенной чувствительности нейтрофи¬ 
лов к стафилококковому аллергену у этих лиц автор 
связывает с полиаллергией или изменением микрофлоры 

Таблица 8 

Реакция повреждения нейтрофилов у больных стафилококковыми 
Заболеваниями и в контрольных группах (по Е. Г. Зеленовой, 1971) 
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в зоне воспаления. Сравнительный анализ всех наблюде¬ 
ний приведен в табл. 8. 

Несомненный интерес представляют результаты парал¬ 
лельной с тестом ППН постановки внутрикожных проб 
с двумя кожными дозами аллергена гемолитического ста¬ 
филококка у больных хроническими отитами. Оказалось, 
что у 76% таких больных реакция кожи на аллерген была 
отрицательной или сомнительной, несмотря на выделение 
стафилококка из воспалительного очага в барабанной по¬ 
лости. В отличие от этого тест ППН был отрицательным 
только у 36,4% больных, т. е. выявлял состояние аллергии 
в два с лишним раза чаще, чем кожные пробы. По этой 
причине совпадение диагностически значимых реакций 
нейтрофилов крови с аналогичными реакциями кожи име¬ 
ло место лишь в 18,5% случаев. 

Оценка аллергии к токсоплазмам. Применение теста 
ППН в клинике токсоплазмоза было осуществлено Ю. В. 
Скавинским (1966, 1970). Специфическим аллергеном яв¬ 
лялся токсоплазмин. В качестве контроля использовался 
специальный препарат, приготовленный Л. И. Грачевой 
(ИЭМ имени Гамалеи) в соответствии с требованиями ме¬ 
тодики по изготовлению аллергена и не содержавший ин¬ 
фекционного начала. Концентрация белка в токсоплазмине 
и контрольном препарате была равнозначной и соответст¬ 
вовала 0,01 г%. Для исследований применялась модифи¬ 
кация теста ППН с жидкими аллергенами (разведение 
в стерильном растворе цитрата натрия: 0,2 мл 25% анти¬ 
коагулянта на 0,8 мл препарата). 

Автор обследовал 50 больных хроническим токсоплаз- 
мозом и столько же здоровых лиц. В то время как при 
инфекционном заболевании среднегрупповой показатель 
повреждения нейтрофилов был равен 0,41, у лиц контроль¬ 
ного контингента он находился на уровне 0,04, что сви¬ 
детельствовало о высокой надежности пробы. 

Оценка аллергии к бруцеллам. Для постановки реакции 
Ю. В. Скавинский (1964) использовал жидкий бруцеллин. 
Период инкубации крови в смеси с аллергеном составлял 
всего 10 мин. В группе практически здоровых людей вели¬ 
чина ППН не превышала 0,1. Среди 36 больных бруцелле¬ 
зом среднее значение показателя составило 0,31, минималь¬ 
ное — 0,22, максимальное — 0,76. Результаты диагностики 
in vitro совпадали с результатами внутрикожных проб 
с бруцеллином. Несколько позднее аналогичное исследова¬ 
ние (инкубация крови 10 мин) было выполнено И. Л. Ка- 
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саткиной (1967). За норму был принят показатель в преде¬ 
лах 0,15. При показателе от 0,15 до 0,3 тест оценивался как 
слабоположительный, выше 0,3 — как выраженный. Из 
77 больных бруцеллезом у 51 нейтрофильный тест был по¬ 
ложительным (выраженная реакция была у 25). У 26 че¬ 
ловек проба была отрицательная (значения ППН ниже 
0,15). В последней группе 8 больных не реагировали и на 
пробу Бюрне. Определенное несовпадение между резуль¬ 
татами двух работ скорее всего объясняется методически¬ 
ми несовпадениями: в то время как Ю. В. Скавинский об¬ 
рабатывал мазки крови с помощью гистохимической реак¬ 
ции на гликоген, И. Л. Касаткина окрашивала препараты 
по Романовскому — Гимзе. 

Известные трудности, которые возникают при исполь¬ 
зовании для теста ППН обычных гематологических спосо¬ 
бов окраски мазков, излагаются в главе 3. 

Оценка аллергии к листериям. Листериоз является 
зоонозной инфекцией. Некоторые формы листериоза имеют 
неблагоприятные исходы. Клиническая диагностика забо¬ 
левания достаточно трудна из-за отсутствия патогномонич- 
ных симптомов. В 1967 г. В. В. Дрюккер выполнил экспе¬ 
риментальное исследование, установившее возможность 
регистрации специфической аллергии у зараженных листе- 
риями животных при помощи теста ППН. Для постановки 
реакции использовался листерийный аллерген. Примене¬ 
ние реакции нейтрофилов при листериозе в клинических 
условиях было осуществлено М. А. Петуховой (1973). 
Повышенные значения теста ППН были выявлены у 96,9% 
больных. При этом обнаружилась определенная динамика 
показателей во времени: на 3—4-й день болезни средний 
индекс составил 0,15, на 5-й — 0,2, на 9-й — 0,25, на 13-й — 
0,31, на 28-й день — 0,37. Повышенная чувствительность 
нейтрофилов к аллергену регистрировалась и спустя 6 мес. 
У обследуемых больных значения ППН при использовании 
бруцеллина и стафилококкового аллергена оставались от¬ 
рицательными. 

Оценка аллергии к вирусным антигенам. Разработка 
методов диагностики специфической аллергии при вирус¬ 
ных инфекциях или после профилактического введения 
вирусных вакцин представляет собой наименее изученный 
и наиболее сложный раздел современной аллергологии. 
Следует иметь в виду, что успешное изучение вирусных 
заболеваний стало возможным лишь к середине 50-х годов, 
после идентификации вирусов в морфологическом и функ- 
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Циональном отношении с помощью культур Тканей. Ока- 
залось, что вирусы являются не просто облигатными 
клеточными паразитами, как, например, риккетсии, а пара¬ 
зитами «на генетическом уровне», что в свою очередь пред¬ 
определяет многоступенчатый механизм их взаимодействия 
с клеткой (В. Д. Соловьев, И. Г. Баландин, 1973). 

При благоприятных для вирионов условиях их проник¬ 
новение в клетку вызывает первичную патологическую 
реакцию. Последняя наиболее часто выражается в разру¬ 
шении клеточных элементов. В части случаев реакция 
может развиваться по пролиферативному типу, когда пора¬ 
женная вирусом клетка меняет свою антигенную структу¬ 
ру и обретает черты гетерогенности по отношению 
к нормальной ткани организма. Частным случаем такой 
гетерогенизации является состояние злокачественной 
трансформации. Еще один тип реакции может выражаться 
в продуцировании веществ, не свойственных жизненным 
функциям этих же элементов в неинфицированном состоя¬ 
нии. По мнению Luria и Darnell (1968), его следует опре¬ 
делить как индуктивный тип и он не обязательно сопут¬ 
ствует указанным выше исходам. Разумеется, характер 
первичной патологической реакции клеток на внедривший¬ 
ся вирус может существенно зависеть не только от свойств 
вирусного штамма, но и от особенностей реактивности мак¬ 
роорганизма. Вполне очевидно, что различные исходы 
клеточных реакций могут по-разному влиять на формиро¬ 
вание иммунитета и, следовательно, на уровень специфи¬ 
ческой сенсибилизации организма. 

Присутствие аллергического компонента наиболее от¬ 
четливо обнаруживается в условиях массовой профилакти¬ 
ки вирусных инфекций, когда у части лиц в ответ на вве¬ 
дение вакцины возникают типичные аллергические ослож¬ 
нения (В. Н. Бондарев, Е. Я. Войтинский, 1972). В 1958 г. 
С. П. Карпов с сотр., осуществив серию работ, пришли 
к заключению о необходимости использовать показатели 
специфической аллергии при клещевом энцефалите для 
диагностики заболевания и оценки реактивности организма 
после противоэнцефалитной вакцинации. В 1960 г. А. Д. 
Адо и А. X. Кончурин представили прямые доказательства 
аллергенных свойств вирусных вакцин. Так, применитель¬ 
но к штамму антирабической вакцины было установлено, 
что у животных в условиях экспериментального бешенства 
нервные клетки головного мозга отчетливо изменяют свои 
антигенные свойства. Различия между нормальной и инфи- 



цированной нервной тканью были установлены с помощью 
методов анафилаксии и десенсибилизации, реакции Оух- 
терлони и связывания комплемента на холоде. Клетки 
с измененной антигенной характеристикой, возникшей 
в результате их инфицирования вирусом, были обозначены 
как промежуточные или вирусиндуцированные (новые) 
антигены. 

Несмотря на успехи экспериментального изучения ви¬ 
русных инфекций, специфическая диагностика аллергии 
в клинических условиях широкого распространения не по¬ 
лучила. Попытки применить в этих целях реакции кожи на 
аллергены, полученные методом дезинтеграции и инакти¬ 
вации инфицированных клеточных взвесей, встретили 
обоснованные возражения: диагностические дозы препара¬ 
тов сами по себе оказались высокоактивными антигенами. 
Стало очевидным, что для вирусологической клиники наи¬ 
более перспективными должны оказаться методы in vitro, 
в частности тест ППН. 

Впервые диагностика вирусной аллергии методом ППН 
была использована С. П. Карповым (1967). Сенсибилиза¬ 
ция кроликов проводилась вирусом клещевого энцефалита, 
репродуцированным на культуре фибробластов куриного 
эмбриона в среде № 199 с 0,1% гидролизатом лактальбу- 
мина, а также тканевой формолвакциной. В то время как 
значения ППН в контроле не превышали 0,08, у животных 
опытной группы они были в 4—7 раз выше (0,28—0,48). 
В клинических условиях аналогичное заключение было 
сделано О. А. Васильевой с сотр. (1970): на 5—7-е сут за¬ 
болевания клещевым энцефалитом выраженность ППН 
достигала 0,2—0,3. У контингентов, привитых инактивиро¬ 
ванной сорбированной вакциной против клещевого энце¬ 
фалита, повышение интенсивности реакции нейтрофилов 
обнаруживалось спустя 30—60 дней. В обеих описанных 
работах в качестве антигена в тесте ППН использовали 
вирусную вакцину. Авторы высказали мнение, что тест 
ППН может найти применение для дополнительной харак¬ 
теристики вирусных вакцин. 


Тест ППН при аутоиммунных процессах 

Успехи современной иммунологии позволили аллергологам 
и клиницистам приблизиться к пониманию патогенеза 
большой группы заболеваний, включающей в себя пораже- 



ния внутренних органов (сердце, легкие, печень, почки), 
нервной системы, крови и соединительной ткани. Объеди¬ 
няющим для них компонентом явилось состояние повышен¬ 
ной чувствительности к измененным тканевым элементам 
собственного организма. Такого рода процессы возника¬ 
ют в результате повреждения клеток инфекционным 
агентом (например, энцефалиты), вследствие нарушений 
кровообращения, термических и ионизирующих воздей¬ 
ствий. 

Диагностика аутоиммунных процессов, равно как 
и оценка их активности, сложна. С одной стороны, имеются 
указания на циркуляцию в организме здоровых людей 
незначительных количеств противотканевых антител. 
С другой стороны, не при всех случаях аутоиммунных за¬ 
болеваний титр специфических противотканевых антител 
достаточно высок для регистрации положительных имму¬ 
нологических проб. В этой же связи следует отметить точку 
зрения А. Д. Адо (1970) о том, что характер действия 
аутоантител вытекает из количественного соотношения 
между ними и аутоантигеном: цитотоксический эффект 
обычно проявляется при относительно невысоком содер¬ 
жании антител, а при их высоком титре взаимодействия 
комплемента с комплексом антиген — антитело не про¬ 
исходит. 

Тест ППН в клинике нервно-психических заболеваний. 
Работами последних лет было показано, что при шизофре¬ 
нии и других нервно-психических процессах в крови боль¬ 
ных обнаруживаются противомозговые антитела. Ряд авто¬ 
ров допускают участие некоторых циркулирующих антител 
в цитотоксических реакциях с определенными «забарьер- 
ными» антигенами, отграничивая их от протективных ан¬ 
тител. Внутрикожное введение антигенов из ткани мозга 
установило наличие к ним у многих больных повышенной 
чувствительности, развивавшейся по замедленному типу. 
Эта чувствительность рассматривалась как следствие ауто¬ 
аллергических процессов, сопутствующих патогенезу де- 
миелинизирующих заболеваний центральной нервной си¬ 
стемы. Следует указать, что расшифровка аутоаллергиче¬ 
ских сдвигов при нервно-психических заболеваниях только 
начинается и она исключительно сложна. Учитывая, что 
ткани мозга отличаются неоднородным «иммунологическим 
профилем» и включают в себя органные, видовые, органо- 
идные и групповые антигены, Н. И. Кузнецова (1970) 
осуществила специальное иммунологическое исследование 



и обнаружила в крови указанной группы больных антитела 
трех основных типов: 1) к антигенам, общим для человека 
и животных; 2) к антигенам мозга некоторых видов живот¬ 
ных, но не к антигенам мозга человека; 3) к антигенам 
мозга человека, но не гетерологичного в видовом отноше¬ 
нии мозга (крысы). Появление в крови больных столь 
различных по своей природе антител Н. И. Кузнецова 
связывает с развитием патологического процесса и как 
следствие этого демаскировкой входящего в состав моз¬ 
га человека гетерогенного органоспецифического ан¬ 
тигена. 

В клинике, руководимой С. Ф. Семеновым, А. П. Чупри- 
ков (1966) выполнил исследование, цель которого состояла 
в диагностическом применении разработанной нами реак¬ 
ции нейтрофилов у больных шизофренией. В качестве ан¬ 
тигенов автор использовал стерильные водно-солевые экст¬ 
ракты мозга здоровых лиц, погибших от случайных причин. 
Для приготовления препаратов были взяты такие морфоло¬ 
гические структуры мозга, как белое вещество больших 
полушарий, серое вещество лобной коры, зрительный бу¬ 
гор, мозжечок, а также гетерологичный мозг крысы, 
экстракты которого ранее применялись для оценки проти¬ 
вомозгового иммунитета. 

В опытные пробирки стерильными микропипетками 
вносили 0,02 мл тканевых антигенов, разведенных 5 % рас¬ 
твором цитрата натрия до концентрации 850—900 мкг бел¬ 
ка на 1 мл цельной крови. Контрольные пробирки содержа¬ 
ли 0,02 мл 5% цитрата натрия с консервантом — 0,05% 
карболовой кислотой. Последняя постоянно входила и в со¬ 
став тканевых экстрактов. Условия инкубации, приготовле¬ 
ния и обработки мазков, а также оценка реакции нейтро¬ 
филов крови ничем не отличались от уже описанного 
в начале главы метода. А. П. Чуприков приводит резуль¬ 
таты обследования 171 человека: больных шизофренией 
(101), больных с органическими поражениями головного 
мозга сосудистого и травматического характера (40), пси¬ 
хически и неврологически здоровых лиц (30). Значения 
теста ППН у здоровых людей (138 исследований) не выхо¬ 
дили за пределы 0,04—0,05. В то же время у 74 больных 
шизофренией (73,2%) реакция нейтрофилов на антигены 
мозга была повышенной или высокой (0,1 и более), дости¬ 
гая у отдельных лиц 0,4—0,5. Значения ППН от 0,1 до 
0,15 А. П. Чуприков рекомендует считать слабоположи¬ 
тельной реакцией, 0,16—0,2 — положительной, от 0,21 



и выше — резко положительной реакцией. Исследования 
с использованием экстрактов печени дали отрицательные 
результаты. 

Тест ППН в клинике хронических заболеваний легких. 
Хронические заболевания бронхо-легочного аппарата неза¬ 
висимо от их этиологии сопряжены с деструктивными из¬ 
менениями легочной паренхимы. Вопросы так называемой 
неспецифической иммунологии при туберкулезных, эхино¬ 
кокковых и других поражениях легких начали изучаться 
сравнительно недавно. Уже первые наблюдения показали, 
что при деструктивных туберкулезных процессах в крови 
большинства больных обнаруживаются антитела к гомо¬ 
логичной легочной ткани, причем их титр доходит до 
1 : 1280. Обширные исследования в этом направлении бы¬ 
ли осуществлены М. И. Китаевым и В. Л. Морозовым 
(1970). 

Анализ почти 600 исследований показал, что некроти- 
зация легочной ткани, обусловленная инфекционным (в 
данном случае туберкулезным) процессом, ведет к наи¬ 
более интенсивной выработке противолегочных антител. 
Их высокие титры регистрировались и в период обострения 
бронхиальной астмы (Г. Б. Федосеев, 1968), которая, как 
это теперь хорошо известно, имеет в большинстве случаев 
инфекционно-аллергическую природу. 

Развивая исследования, направленные на выяснение 
роли аутоаллергии в патологии легких, М. И. Китаев и И. Б. 
Засухина (1970) оценили диагностические возможности 
ППН, использовав в качестве антигена водно-солевой эк¬ 
стракт резецированных интактных легких. При постановке 
реакции 0,08 мл крови вносили в пробирку с 0,1 мл смеси, 
включавшей в себя 5% раствор цитрата натрия и 10% 
раствор водно-солевого экстракта интактных легких или 
других (в качестве контроля) внутренних органов в соот¬ 
ношении 1 : 4. Концентрация белка в тканевых экстрактах 
составляла 2%. Внутренние органы были получены от 
доноров с первой группой крови. Плацентарную ткань бра¬ 
ли от женщин с резусотрицательным фактором крови. Для 
получения препарата из почек применяли орган мертво¬ 
рожденного ребенка, погибшего от внутриутробной асфик¬ 
сии. Используемые ткани 8—10 ч тщательно отмывали от 
крови проточной водой и отжимали. Растирание взвешен¬ 
ной ткани происходило в ступке с толченым стеклом, куда 
постепенно приливали физиологический раствор до соот¬ 
ношения 1 : 10. Смесь сутки выдерживали при +4° и цент- 



рифугировали 45 мин при 5000 об/мин. Все фильтраты 
надосадочных жидкостей хранили при минусовой темпе¬ 
ратуре в испарительной камере холодильника. Контроль¬ 
ная проба содержала кровь и антикоагулянт без антигена. 
Дальнейшие этапы реакции (инкубация крови, обработка 
мазков, учет реакции) соответствовали описанной выше 
схеме, общей для всех аллергенов. 

В процессе обследования 242 человек было установлено 
существование повышенной чувствительности нейтрофи¬ 
лов к антигенам легкого у больных туберкулезом (0,24± 
±0,01 при р<0,01). У больных силикозом реакция была 
значительно ниже (0,12±0,01), хотя по сравнению с прак¬ 
тически здоровыми людьми (0,03±0,001) различия и здесь 
были вполне достоверны (р<0,05). Лечение больных ту¬ 
беркулезом в продолжение 3—4 мес и переход процесса 
в фазу затихания сопровождались существенным ослабле¬ 
нием чувствительности нейтрофилов к легочному экстракту 
(0,04±0,03). 

Одновременное изучение у больных туберкулезом чув¬ 
ствительности к туберкулину при помощи теста ППН 
позволило авторам прийти к заключению об определен¬ 
ном параллелизме в динамике проявлений инфекцион¬ 
ной аллергии и аутоаллергии. Водно-солевой экстракт лег¬ 
кого был использован и для оценки аутоаллергических 
сдвигов в организме больных бронхиальной астмой (Г. В. 
Гургенидзе, Л. О. Киласония, 1971; Л. О. Киласония, 1972). 
При этом авторы исходили из предположения, что при 
некоторых формах бронхиальной астмы определенную 
роль играет эндоаллергизирующий компонент, непосред¬ 
ственно не связанный с микробными антигенными детер¬ 
минантами. Одновременно был рассмотрен вопрос о пато¬ 
генетическом значении гуморальных и клеточных фак¬ 
торов, сопутствующих процессам аутосенсибилизации. 
Применение в этих целях теста ППН показало, что в пе¬ 
риод обострения бронхиальной астмы реакция нейтрофилов 
к антигену легочной ткани оказалась повышенной в сред¬ 
нем до 0,32+0,01. При переходе острой фазы в подострую 
значения ППН снижались (0,24±0,01). Среди контроль¬ 
ного контингента больных этот же антиген не вызывал 
реакции (0,04+0,06). 

Возможность регистрации проявлений аутосенсиби¬ 
лизации при заболеваниях легких позволяет рассчитывать 
на широкое применение теста ППН в пульмонологиче¬ 
ской практике. 
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Глава 3 


ТЕСТ АЛЬТЕРАЦИИ НЕЙТРОФИЛОВ 


В отличие от критерия амебоидной активности нейтрофилов 
данный тест основан на учете внутриклеточных дегенера¬ 
тивных изменений, возникающих в результате инкубации 
крови в смеси с аллергеном. Одной из первых работ на 
этом пути явилось исследование Witte (1950). Разливая 
венозную кровь по небольшим пробиркам, он оценивал 
морфологические изменения лейкоцитов при воздействии 
разных туберкулинов с учетом фактора времепи (от 90 мин 
до 24 ч). Автор отметил, что даже в неизмененных препа¬ 
ратах часто наблюдались ядра, хроматиновая структура 
которых казалась несколько гомогенизированной. В даль¬ 
нейшем дегенерация ядер нарастала (пикноз, огрубение 
хроматиновых структур, чрезмерная сегментация). Особен¬ 
но причудливыми оказывались фигуры ядер нейтрофилов 
(образование лент). В цитоплазме нейтрофилов появля¬ 
лись многочисленные вакуоли. Исключение составляли 
эозинофилы, в которых изменения не обнаруживались. 
Witte сообщает, что распад лейкоцитов под воздействием 
туберкулина начинался с распада гранулоцитов. Что же 
касается лимфоцитов и моноцитов, то большая их часть 
преобразовывалась в элементы, обозначенные как моноци- 
тоиды. Следует думать, что в этом случае автор наблюдал 
начальные фазы бласттрансформации мононуклеаров. В ра¬ 
боте подчеркиваются два обстоятельства: 1) изменения 
лейкоцитов больных туберкулезом людей без добавления 
туберкулина не отличались от изменений лейкоцитов здо¬ 
ровых лиц; 2) у здорового персонала туберкулезного сана¬ 
тория интенсивность вакуолизации нейтрофилов при кон¬ 
такте с туберкулином часто оказывалась значительно более 
выраженной, чем у других лиц контрольной группы. 

Оригинальная методика была предложена Black (1956). 
На предметное стекло наносили каплю дистиллированной 
воды, в которой перед этим растворяли один из высушен¬ 
ных белковых антигенов небактериальной природы (моло¬ 
ко, пшеница, шерсть животных и т. д.), а затем (после 
высушивания растекшегося антигена) каплю нейтральной 
краски. Препарат вновь подсушивали. После этого на по¬ 
кровное стекло переносили каплю плазмо-лейкоцитарной 
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суспензии, полученной в результате центрифугирования 
гепаринизированной крови. На покровное стекло наносили 
каплю суспензии. Покровное стекло накладывали на пред¬ 
метное стекло так, чтобы капля приходилась на зону вы¬ 
сохшего антигена. Жидкую камеру герметизировали с по¬ 
мощью жировой смазки краев и инкубировали при 37°. 
Оценка реакции нейтрофилов состояла в учете цитотокси¬ 
ческого эффекта: уменьшения и прекращения внутрикле¬ 
точного броуновского движения, гиперхроматоза внутри¬ 
клеточных структур, диффузии краски из гранул в цито¬ 
плазму. В части проб выраженный цитотоксический эф¬ 
фект наступал в первые 2 Ѵг ч. Иногда гибель лейкоцитов 
наблюдалась в течение первых 60 мин. 

В 1963 г. нами совместно с М. И. Стенко были опубли¬ 
кованы результаты работы, в которой регистрация специ¬ 
фического повреждения полиморфноядерных лейкоцитов 
также была сопряжена с оценкой внутриклеточных дегене¬ 
ративных изменений. В течение первых 2 ч инкубации 
крови, взятой от сенсибилизированных больных, видимой 
реакции со стороны лимфоцитов и моноцитов на аллерген 
не обнаружилось. При учете повреждения нейтрофилов 
объем и способ получения крови, условия ее консервации 
и инкубации с аллергеном и в контроле, а также техника 
приготовления препаратов в точности соответствовали тре¬ 
бованиям, изложенным при описании теста ППН. Окраска 
приготовленных и подсушенных на воздухе мазков произ¬ 
водилась по Паппенгейму—Крюкову. Помимо четкой диф¬ 
ференцировки внутриклеточных структур, данный способ 
исключает этап предварительной фиксации. Окраска пре¬ 
паратов начинается с нанесения на опытные и контрольные 
мазки крови цельного раствора красителя — фиксатора 
Май-Грюнвальда (экспозиция 3 мин). Затем на поверх¬ 
ность мазков приливают воду в объеме, равном ранее нали¬ 
тому красителю. Спустя 1 мин разбавленный водой краси¬ 
тель сливают и без прополаскивания на мазки наливают 
(на 10—12 мин) краситель Романовского— Гимзы (15 ка¬ 
пель цельного красителя на 10 мл воды). После промыва¬ 
ния мазков под струей воды и подсушивания на воздухе 
они могут использоваться для иммерсионной микроскопии. 
Окраска мазков может быть произведена и другими спосо¬ 
бами. Н. В. Николаева с сотр. (1972) использовали метод 
Романовского. 

Для оценки альтерации нейтрофилов в каждом препа¬ 
рате под иммерсией просматривается 100 клеток. Рекомен- 



дуется для подсчета просматривать те зоны мазка, которые 
были указаны для теста ППН. В процессе подсчета нейтро¬ 
филы делят на две категории: а) клетки, в которых отсут¬ 
ствуют видимые изменения, а также клетки с небольшим 
фрагментированием или пикнозом ядра, захватывающим 
лишь его отдельные сегменты, иногда с частичным хрома¬ 
тине лизом; б) клетки с отчетливым хроматинелизом, а так¬ 
же с выраженным пикнозом или фрагментацией ядра. 
Возможен гиперхроматоз и кариолиз. К этой же категории 
относятся и нейтрофилы с различной степенью цитолиза, 
включая полный распад клеток (остатки ядерного вещества 
и зернистости). Целесообразность такого разграничения 
клеток вытекает из того факта, что начальные изменения 
нейтрофилов, причисленные к категории «а», достаточно 
часто обнаруживаются после 2-часовой инкубации и в конт¬ 
рольных препаратах. По этой причине оценка повреждаю¬ 
щего действия аллергена обязательно должна увязываться 
с выраженными изменениями клеток (категория «б»). 
Число обнаруженных полиморфноядерных лейкоцитов 
с изменениями последней категории в контрольном препа¬ 
рате (Нг) вычитается из аналогичного числа, полученного 
при подсчете опытного мазка (Hi), и делится на 100. Полу¬ 
ченный показатель и характеризует интенсивность специ¬ 


фической альтерации нейтрофилов крови 


Следует заметить, что специальными сопоставлениями 
была установлена меньшая выявляемость амебоидной ак¬ 
тивности нейтрофилов при применении обычных гематоло¬ 


гических окрасок мазков крови по сравнению с гистохими¬ 


ческой реакцией на гликоген. 

Оценка реакции альтерации нейтрофилов связана 
с известными трудностями: 1) характеристика внутрикле¬ 
точных дегенеративных изменений является многоплано¬ 
вой и требует от персонала специальной подготовки в об¬ 
ласти гематологии; 2) выраженность ряда критериев (сте¬ 
пень фрагментации и хроматинолиза) в определенной мере 


может зависеть от качества красителя, стандартности его 
приготовления и техники обработки мазков. 

П. Н. Сахаровым, Е. И. Гудковой и Г. П. Кудриной 
(1969) на основании обследования 42 больных (20 мужчин, 
22 женщины) было высказано мнение, что критерии по¬ 
вреждения нейтрофилов аллергенами могут быть дополне¬ 
ны учетом добавочных ядерных долек в виде «барабанных 
палочек». Авторы пришли к выводу, что степень специфи- 
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ческого повреждения лейкоцитов находится в тесной кор¬ 
реляции с обнаружением «барабанных палочек» в ядрах 
клеток. Между тем установлено, что выросты на ядрах 
лейкоцитов, напоминающие барабанные палочки, являются 
образованиями, связанными с половой спецификой клеток. 
Как правило, они обнаруживаются только у женщин, и при 
этом скопление хроматина, соединяющегося с сегментом 
ядра хроматиновой нитью, встречается в норме не часто: 
в среднем одно ядро с «барабанной палочкой» на 46 обыч¬ 
ных ядер. Именно поэтому данный тест является крите¬ 
рием для судебно-медицинской экспертизы при установле¬ 
нии пола человека по капле крови (С. И. Любинская, 
1969). 

Тест альтерации нейтрофилов использовался нами для 
характеристики аллергии к туберкулину у 85 взрослых 
больных туберкулезом легких и 16 здоровых, составивших 
контрольную группу. Наиболее высокие показатели по¬ 
вреждения клеток наблюдались у больных в период обост¬ 
рения (вспышки) процесса — М средняя равнялась 0,52. 
В фазе затихающей вспышки аналогичный показатель со¬ 
ставил 0,31, а в контрольной группе — 0,18. Различия меж¬ 
ду показателями в каждой из трех групп оказались стати¬ 
стически достоверными. Было отмечено, что изменения 
клеток по типу их полного распада чаще всего обнаружи¬ 
вались при клиническом обострении туберкулеза легких 
(в 21% случаев). В мазках крови практически здоровых 
людей такие повреждения вообще отсутствовали. 

Сопоставляя полученные данные с показателями теста 
ППН (оценка амебоидной активности нейтрофилов в маз¬ 
ках крови после проведения реакции на гликоген), следует 
обратить внимание на более высокие показатели при учете 
внутриклеточных дегенеративных изменений. Это в первую 
очередь касается контрольного контингента людей. Если 
при использовании ППН среднегрупповой показатель конт¬ 
рольной группы был равен 0,06, то в тесте альтерации ней¬ 
трофилов он достигал 0,18, т. е. был в 3 раза выше. В этой 
связи в первом случае (тест ППН) среднеконтрольный 
индекс был ниже индексов, характерных для «вспышки» 
процесса, в 5 раз, а для индексов при затихающей «вспыш¬ 
ке» — в 4 раза (0,3; 0,23; 0,06). При учете же реакции по 
признакам внутриклеточных дегенеративных изменений 
различия оставались в пределах троекратных и менее чем 
двукратных величин (0,52; 0,31; 0,18). О различиях в прин¬ 
ципиально совпадающих диапазонах сообщила Р. Г. Гудко- 



ва (1967). Она отметила, что у больных бронхиальной аст¬ 
мой при максимально выраженных реакциях кожи на ал¬ 
лергены гемолитического стрептококка и стафилококка, 
кишечной палочки п вульгарного протея средний показа¬ 
тель повреждения лейкоцитов был равен 21%, а при отсут¬ 
ствии реакции на аллергены — 9,8%. Тест альтерации 
нейтрофилов с аллергенами гемолитического стрептококка, 
стафилококка и кишечной палочки был использован также 
и при обследовании больных с острыми нейроинфекцион- 
ными процессами: серозными менингитами, энцефалитами 
и др. (И. Л. Богданов и др., 1972). Среди больных с аллер¬ 
гическими сопутствующими заболеваниями в анамнезе 
(хронические тонзиллиты, ангины) положительные значе¬ 
ния теста обнаруживались в 2—3 раза чаще, чем среди 
остальных больных. 

Н. В. Николаева и соавт. (1972) обследовали в клинике 
туберкулеза по описанной нами методике альтерации ней¬ 
трофилов 123 ребенка в возрасте от 2 до 14 лет. Авторы 
отметили, что сочетание повышенной реакции со стороны 
нейтрофилов с клинико-рентгенологическими изменениями 
имело место в 76,6%. Низкие значения теста (в пределах 
показателей, характерных для здоровых детей — 0,02) на¬ 
блюдались у части больных с небольшими изменениями 
в легких (незначительное увеличение корней легкого, плев¬ 
ральные наслоения). В условиях динамического наблюде¬ 
ния было обнаружено, что спустя 3—6 мес у детей проис¬ 
ходила нормализация чувствительности нейтрофилов к ту¬ 
беркулину. 

Если в группе больных с активным процессом реакция 
нейтрофилов при поступлении не была повышена у 4 чело¬ 
век из 25, то по окончании лечения она была в норме у 19, 
а у остальных показатель не превышал 0,08. Говоря о не 
слишком высоких индексах повреждения нейтрофилов при 
первичном обследовании больных детей по сравнению со 
взрослыми, авторы справедливо обращают внимание на тот 
факт, что в клинику дети обычно поступают уже после 
предварительного лечения. Между тем, как следует из 
наших материалов использования теста ППН, лечение де¬ 
тей достаточно быстро ведет к резкому снижению чувстви¬ 
тельности нейтрофилов к туберкулину. 

Работа Н. В. Николаевой с сотр. примечательна тем, 
что для диагностики in vitro ими использовалась весьма 
высокая концентрация аллергена: в 1 мл 5% раствора 
цитрата натрия они растворяли не одну, а пять ампул су- 
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хого туберкулина. Если допустить, что аллерген имел стан¬ 
дартную активность, то можно сделать вывод, что повыше¬ 
ние концентрации препарата сверх оптимального уровня 
не ведет к усилению деструктивных процессов в клетке 
в первые 2 ч инкубации крови. 


Глава 4 

ОЦЕНКА СПЕЦИФИЧЕСКОГО «ПОВРЕЖДЕНИЯ» 
ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ 

МЕТОДОМ ЛЮМИНЕСЦЕНТНОЙ МИКРОСКОПИИ 


Диагностическое применение специфических реакций лей¬ 
коцитов крови на внесение в среду аллергенов бактериаль¬ 
ного или небактериального ряда определяет постоянный 
интерес исследователей к методам регистрации изменений 
в структуре или функциональной активности этих элемен¬ 
тов. Рядом авторов были предприняты попытки использо¬ 
вать для просмотра препаратов люминесцентную микро¬ 
скопию. Отличительной чертой метода люминесценции яв¬ 
ляется достаточно высокая контрастность наблюдаемых 
объектов. При витальной обработке клеток флюорохромамп 
исследователь имеет возможность охарактеризовать не 
только морфологическое, но отчасти и функциональное 
состояние лейкоцитов, поскольку в разных условиях они 
поглощают или фиксируют на своей поверхности различ¬ 
ное количество красителя. К числу таких работ и относятся 
исследования Н. В. Медуницина, В. Б. Гервазиевой (1967), 
В. Б. Гервазиевой (1968). Методом витального флюорохро¬ 
мирования они оценивали повреждение и степень погло¬ 
щения акридинового оранжевого лейкоцитами крови в ре¬ 
акциях немедленного типа у больных поллинозами. При 
этом использовались аллергены из пыльцы тимофеевки 
луговой, ольхи серой, дуба и амброзии полыннолистной. 

Использованная В. Б. Гервазиевой методика прямой 
реакции альтерации лейкоцитов заключалась в следующем: 
1) в две небольшие силиконированные пробирки вносят по 
0,45 мл крови с антикоагулянтом (соотношение 2 : 1), в ка¬ 
честве которого используют 1,5% раствор двунатриевой 
еолиЭДТА («Хелатон-3») в 0,7% физиологическом раство- 
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ре (pH не выше 8,0 во избежание неспецифического лизиса 
лейкоцитов); 2) в опытную пробирку добавляют 0,05 мл 
свежеприготовленного аллергена (разведенного 1 : 10 рас¬ 
твором Симмса), на который у больного ранее регистри¬ 
ровалась выраженная реакция кожи. В контрольную про¬ 
бирку вносят такое же количество аллергена, на введение 
которого реакция кожи была отрицательной. Содержимое 
пробирок осторожно перемешивают. Пробирки оставляют 
на 1 ч при комнатной температуре; 3) перед флюорохроми¬ 
рованием содержимое пробирок вновь осторожно переме¬ 
шивают и к нему добавляют по 0,05 мл (экспозиция 5 мин) 
солевого раствора акридинового оранжевого в разведении 
1 : 20 000. Основной раствор акридинового оранжевого го¬ 
товят на дистиллированной воде (1 :1000). Активность его 
остается достаточной в течение многих месяцев при хране¬ 
нии в темноте при 5°. Для приготовления рабочего разве¬ 
дения акридинового оранжевого 1 : 20 000 (с pH не ниже 
6,3) используется солевой раствор Симмса. Рабочее разве¬ 
дение пригодно для работы в течение 1—2 нед; 4) каплю 
смеси из опытной и контрольной пробирок (по истечении 
5-минутной окраски клеток) наносят на предметное стекло, 
накрывают покровным стеклом и исследуют в люмине¬ 
сцентном микроскопе спустя 3—5 мин — в период, когда 
лейкоциты располагаются в силу тяжести в одной плоско¬ 
сти. Производят подсчет 1000 гранулоцитов, определяя 
процент поврежденных элементов. 

При витальной микроскопии обработанных флюорохро¬ 
мом лейкоцитов было установлено, что они сохраняют ша¬ 
ровидную форму. Нейтрофилы характеризовались обилием 
рубиновых гранул на фоне тускло-зеленого свечения цито¬ 
плазмы. Отличительными признаками эозинофилов явля¬ 
лись характерное ядро и несколько укрупненные гранулы 
в цитоплазме. Лимфоциты обладали изумрудным свечением 
ядер, тускло-зеленой цитоплазмой с одиночными красными 
зернами в ней. Отличие лейкоцитов в опытных препаратах 
заключалось не в характере свечения клеток, а в отчетли¬ 
вых морфологических изменениях со стороны гранулоци¬ 
тов. В. Б. Гервазиева (1968) выделяет клетки с тремя кате¬ 
гориями изменений: 1) клетки с неровными, «разорванны¬ 
ми» краями и начинающимся по краям разрежением 
цитоплазмы; 2) клетки, в которых к указанным выше из¬ 
менениям в краевых зонах цитоплазмы присоединяются ее 
вакуолизация и явления дегрануляции; 3) клетки, в кото¬ 
рых наблюдалась потеря цитоплазмы и огрубение хрома- 
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типового рисунка ядра. При просмотре опытных мазков 
среднее количество поврежденных гранулоцитов составля¬ 
ло 58—69%. Контрольные аллергены вызывали альтера¬ 
цию клеток в пределах 7 %. 

Методом последовательной фотометрии негатива изо¬ 
бражения клетки с автоматической регистрацией объекта 
на микрофотометре МФ-4 И. В. Медуницину и В. Б. Герва- 
зиевой (1967) удалось показать, что в опытных препаратах 
внешне неизмененные клетки отличались большей интен¬ 
сивностью свечения. Свечение поврежденных клеток было 
ослабленным. 

Говоря об использовании методов прижизненной оцен¬ 
ки альтерации лейкоцитов в люминесцентном микроскопе, 
нельзя не отметить, что их применение в практике лечеб¬ 
ных учреждений наталкивается на трудно преодолимые 
препятствия. Они вытекают из необходимости соблюдать 
весьма незначительные интервалы времени между внесе¬ 
нием в кровь флюорохрома и началом микроскопии. Между 
тем при первичном обследовании больных обычно прихо¬ 
дится использовать не один, а несколько аллергенов. Это 
обстоятельство определяет большую ценность пробы при 
динамических наблюдениях, когда специфический аллер¬ 
ген уже установлен. 

Сотрудники нашей лаборатории А. В. Давыдова и С. Ф. 
Радунская (1973) провели специальное исследование, цель 
которого состояла в выборе таких условий для оценки вто¬ 
ричной люминесценции нейтрофилов в мазке крови, кото¬ 
рые позволяли бы достаточно отчетливо регистрировать их 
амебоидную активность. При разработке ими методики 
условия взятия крови, ее консервация, подбор оптимальной 
концентрации аллергена (сухой очищенный туберкулин), 
время инкубации крови и требования к приготовлению 
мазков ничем не отличались от таковых при постановке 
теста ППН с использованием реакции на гликоген. Готовые 
тонкие мазки крови фиксировали метиловым спиртом или 
раствором Карнуа и окрашивали флюорохромами, приме¬ 
няемыми в практике люминесцентной микроскопии для 
выявления клеточных структур: акридиновым оранжевым, 
аурофосфином, корифосфином, родамином, трипафлавином, 
примулином, аурамином О, фуксином. Маточные растворы 
флюорохрома готовили в разведении 1 : 1000 на дистилли¬ 
рованной воде и затем использовали их в рабочем разве¬ 
дении. Мазки окрашивали разными флюорохромами в те¬ 
чение 3—10 мин, промывали в воде, закрывали покровным 


72 



стеклом и изучали в люминесцентном микроскопе МЛ-2 
в видимых синих лучах с объективами Х40 и масляной 
иммерсией Х90. 

Наблюдения показали, что амебоидная реакция нейтро¬ 
филов в фиксированных мазках крови наиболее стабильно 
регистрировалась при последовательной окраске примули- 
ном (раствор 1 : 10 000, 10 мин) и акридиновым оранже¬ 
вым (раствор 1 : 100000, 3 мип), разведенными на физио¬ 
логическом растворе при pH 5,2—5,4. Эритроциты при этом 
не флюоресцировали, а лишь слабо контурировались в ви¬ 
де темных пустот. Не отмечалось и свечения тромбоцитов. 
В противоположность этому и нейтрофилы и лимфоциты 
хорошо обнаруживались благодаря зеленому свечению ядра 
и желтому свечению цитоплазмы. Нормальные нейтрофилы 
имели овальную или круглую форму. «Поврежденные» 
клетки распознавались по характерным амебоидным выпя¬ 
чиваниям. 


Глава 5 

РЕАКЦИЯ БАЗОФИЛОВ ПО ШЕЛЛИ 


Реакция базофилов относится к числу проб, в которых 
лейкоциты используются в качестве клеток-индикаторов, 
непосредственно участвующих в проявлении аллергических 
реакций, развивающихся по типу гиперчувствительности 
немедленного типа. Интерес аллергологов к данному тесту 
был обусловлен прежде всего возможностью выявления 
с его помощью in vitro кожносенсибилизирующих антител 
человека — реагинов. 

В связи с незначительным количеством базофилов в пе¬ 
риферической крови их присутствие в мазке обычно не 
регистрируется. Для обнаружения базофилов принято 
пользоваться методом абсолютного подсчета клеток в счет¬ 
ной камере. Специальные наблюдения Shelley (1963), 
Т. И. Серовой (1973) и других авторов показали, что 
у больных аллергическими заболеваниями (до начала кур¬ 
са специфической гипосенсибилизирующей терапии) сред¬ 
нее количество базофилов достоверно выше, чем у здоровых 
людей. 
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При разработке базофильною теста Shelley исходил из 
хорошо известного факта: все основные клинические симп¬ 
томы анафилаксии могут быть вызваны введением в орга¬ 
низм гистамина. Была высказана гипотеза, что в результа¬ 
те взаимодействия с антигеном базофильные лейкоциты 
повреждаются и освобождают гистамин, представляя, та¬ 
ким образом, модель анафилаксии в миниатюре. 

Вероятность такого объяснения увеличилась после того, 
как были сообщены данные о распределении гистамина 
в лейкоцитах и в жидкой среде после инкубации всей этой 
«системы» с аллергеном (Pruzansky, Patterson, 1967). В то 
время как в контрольных исследованиях в ядрах и грану¬ 
лах клеток обнаруживалось 84% всего гистамина, после 
инкубации лейкоцитов с аллергеном эти же структуры 
содержали только 11% медиатора. Однако первоначальная 
точка зрения, что следствием реакции антиген—антитело 
являются дегрануляция и разрушение базофилов, а отсюда 
и повышение концентрации в крови гистамина и других 
активных веществ, в последние годы пересматривается 
в пользу секреторной теории, которая утверждает, что 
разрушение базофилов наблюдается сравнительно редко. 
Обычная же форма ответной реакции клеток на аллерген 
состоит в интенсивной секреции биолопічески активных 
веществ, и эта функция присуща жизнеспособным и функ¬ 
ционально активным базофилам. В этой связи уместно упо¬ 
мянуть об экспериментах Cruickshank с сотр. (1968), кото¬ 
рые, применив различный температурный режим, смогли 
отграничить дегрануляцию базофилов от освобождения 
этими же клетками гистамина. В 1969 г. Levy опубликовал 
результаты исследования, в ходе которого в лейкоциты 
поступал из буферного раствора калий с радиоактивной 
меткой. Следовавшая за этим дополнительная инкубация 
со специфическим аллергеном сопровождалась интенсив¬ 
ным поступлением в среду гистамина, однако ощутимой 
потери калия не наступало. Механизм секреции гистамина 
в результате специфического взаимодействия лейкоцитов 
с аллергеном в определенной мере раскрывают и работы 
Lichtenstein, Osier (1964) и др., о которых более подробно 
будет сказано в главе 11. 

В связи с тем что в проверочных работах (Friedlaender, 
1964, и др.) обнаружилась недостаточно четкая корреляция 
между выраженностью дегрануляции базофилов и проявле¬ 
ниями специфической аллергии у больных, критерии теста 
по Шелли были дополнены оценкой расположения гранул, 


74 



учетом появляющихся псевдоподий и изменения их формы 
(скручиваемость), вакуолизации цитоплазмы, гиперхрома- 
зии. Исследователи обратили внимание и на затруднения, 
связанные с незначительным количеством базофилов в кро¬ 
ви людей (обычно до 0,5%). Кроме того, как неоднократно 
отмечалось в литературе, при аллергических кризах уро¬ 
вень базофилов в крови людей резко падает вплоть до их 
временного исчезновения. Причины базофилопении все 
еще остаются неясными. Допускается, что вследствие ин¬ 
тенсивной дегрануляции базофилы не прокрашиваются 
и перестают обнаруживаться. Существует точка зрения 
о задержке базофилов в поражаемых аллергическим про¬ 
цессом тканевых системах. Перечисленные обстоятельства 
и явились причиной того, что в практике аллергологиче¬ 
ских кабинетов прямая реакция базофилов не нашла сколь¬ 
ко-нибудь широкого применения. Значительно большее 
распространение получил непрямой базофильный тест. 
Уже на первых этапах изучения реакции базофилов Shel¬ 
ley (1963) обратил внимание на возможность воспроизве¬ 
дения феномена в условиях инкубации лейкоцитов здоро¬ 
вого человека в присутствии аллергена и сыворотки, полу¬ 
ченной от больного, у которого к данному аллергену 
имелась высокая чувствительность. Эта схема и была 
использована в его дальнейшей работе, но с заменой лей¬ 
коцитов здорового человека лейкоцитами нормального 
животного. 

Фундаментальное исследование в области изучения 
аллергии к растительной пыльце у больных поллинозами 
с использованием непрямого базофильного теста было 
выполнено А. А. Польнером (1971) в лаборатории, руково¬ 
димой А. Д. Адо. Оно показало, что степень дегрануляции 
базофилов достоверно коррелирует с уровнем реагинов. 
Регистрация последних осуществлялась пробой Прауснит- 
ца—Кюстнера. Реагины в сыворотке крови человека, появ¬ 
лявшиеся в процессе спонтанной сенсибилизации организ¬ 
ма аллергенами растительной пыльцы, имели константу 
седиментации порядка 7S. В то же время титры гемагглю- 
тинирующих антител при высокой сенсибилизации боль¬ 
ных поллинозами были низкими. Рост их имел место в про¬ 
цессе специфической гипосенсибилизирующей терапии 
больных. 

По мнению А. Д. Адо (1966) и др., реагины характери¬ 
зуются «биспецифичностью», что ведет к их прочной связи 
не только с аллергеном, но и с некоторыми клеточными 
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Рис. 13. Результаты непрямого базофильного теста без подбора оп¬ 
тимальных концентраций сыворотки крови больного поллинозом 
и аллергена (А) и при оптимальных концентрациях (В) (по Т. И. 

Серовой, 1973). 

элементами, в частности с клетками мастоцитобазофильной 
системы (Л. М. Ишимова, 1971, и др.). С этих позиций 
находит объяснение факт сохраняющейся секреции гиста¬ 
мина, несмотря на троекратное отмывание базофилов после 
их контакта с аллергеном (Middleton, Sherman, 1960). 

До последнего времени неясными оставались причины, 
по которым базофилы крови ряда больных с установлен¬ 
ным диагнозом аллергии не реагировали на внесение в сре¬ 
ду специфического аллергена. Изучение этого вопроса бы¬ 
ло предпринято Т. И. Серовой (1973), Продолжая наблю¬ 
дения А. А. Польнера, она испытывала в реакции не 
только максимальные концентрации аллергенов и антител, 
но и их разведения, пытаясь в каждом отдельном случае 
найти оптимальные соотношения этих ингредиентов. Кро¬ 
ме исходных концентраций аллергенов (3 г на 100 мл 
экстрагирующей жидкости Кйка), использовались разве¬ 
дения 1:5, 1:25, 1:125, 1:625, 1:3125. Сыворотки боль¬ 
ных разводились 1 : 1, 1 :2, 1: 4, 1 : 8, 1 : 16. При индиви¬ 
дуально-оптимальных концентрациях аллергена и сыво¬ 
ротки все отрицательные пробы становились положитель¬ 
ными (рис. 13). 

Обсуждение причин, по которым возникают отрицатель¬ 
ные базофильные тесты, должно быть дополнено сведения- 
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ми о роли блокирующих антител. Последние появляются 
в крови больных в результате специфической гипосенсиби¬ 
лизирующей терапии. По мнению А. А. Польнера (1968), 
эти антитела, являясь антиайтителами против реагинов, 
спосрбны блокировать аллерген и предотвращать его кон¬ 
такт с реагинами. По наблюдениям А. Д. Адо и М. А. Жу¬ 
ковского (1965), блокирующие антитела в сыворотке боль¬ 
ных содержатся в глобулиновых фракциях. 

Говоря о характере реакции базофилов крови кролика 
при постановке непрямого теста по Шелли, А. А. Польнер 
(1971) выделяет три стадии: латентный период (10— 
15 мин), период активации (15—20 мин) и возвращение 
клетки в состояние относительного покоя. Существование 
последней стадии выявилось при микрокиносъемке и под¬ 
твердило данные, полученные нами в аналогичных усло¬ 
виях при изучении в камере с жидкостью реакции повреж¬ 
дения нейтрофилов крови под воздействием аллергена 
(В. А. Фрадкин, 1967). Таким образом, вся совокупность 
исследований не подтвердила разрушения гранулоцитов по 
типу «взрыва» в течение первых часов инкубации клеток 
с аллергеном. Применительно к базофилам из этого следует 
весьма важный вывод: то состояние элементов, которое до 
последнего времени оценивалось как «дегрануляция», яв¬ 
ляется по существу лишь одной из стадий в реакции клет¬ 
ки, стадией «гранулокинезиса» и амебоидной активности 
(рис. 14). 

Методика непрямой дегрануляции базофилов, исполь¬ 
зованная А. А. Польнером (1971), предусматривала при¬ 
менение свежей сыворотки крови обследуемого лица 
или сыворотки, сохранявшейся при температуре не вы¬ 
ше —20°. 

Взвесь лейкоцитов кролика автор получал путем от¬ 
сасывания беловатой лейкоцитной пленки, возникающей 
между слоем эритроцитов и плазмой после центрифугиро¬ 
вания гепаринизированной крови в узких пробирках (5 мин 
при 3000 об/мин). Кровь в объеме 2—3 мл получают у кро¬ 
ликов путем легкого надсекания краевой вены уха, ближе 
к ее основанию. Используемые для этой цели животные 
должны быть здоровы. Наиболее стабильные результаты 
получаются при использовании белых новозеландских кро¬ 
ликов. Поскольку у кроликов иногда обнаруживается 
спонтанная дегрануляция базофилов, их кормление перед 
получением крови (в целях снижения такой вероятности) 
не проводится. 
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Рис. І4. Реакция Шелли (непрямая дегрануляция базофилов). 


1 — базофилы кролика в контрольном препарате; 2 — дегрануляция базо¬ 
фила кролика в присутствии сыворотки больного поллинозом и специфи¬ 
ческого аллергена; 3 — амебоидная реакция базофила кролика в присутст¬ 
вии сыворотки больного поллинозом и специфического аллергена (по 
Т. И. Серовой, 1973). 






Для постановки непрямой базофильной пробы на обез¬ 
жиренное предметное стекло наносят 0,3% спиртовой 
раствор нейтрального красного. Раствор готовят на абсо¬ 
лютном спирте (в 100 мл растворяют 300 мг красителя 
и спустя сутки раствор фильтруют). Нанесенный на стекло 
красящий раствор подсыхает, после чего на этот же уча¬ 
сток наносят равные количества (по 0,05 мл) сыворотки 
больного, кроличьей сыворотки и рабочей концентрации 
аллергена. Ингредиенты осторожно перемешивают и на¬ 
крывают покровным стеклом, края которого смазаны вазе¬ 
лином. Препараты инкубируют не более 10—15 мин при 
37°. Параллельно ставят две контрольные пробы: с аллер¬ 
геном, но без сыворотки больного и с сывороткой, но без 
аллергена. Единого мнения об условиях и сроках хранения 
сыворотки больного нет. В то время как Sidi с сотр. (1964) 
хранили сыворотку при нулевой температуре в течение 
нескольких месяцев, другие исследователи содержали ее 
при —20°. Shelley отдает предпочтение свежим сыворот¬ 
кам, указывая, что лабильность антител может привести 
как к уменьшению числа положительных реакций, так 
и к ложноположительным пробам. Если исходить из наблю¬ 
дений Osier и сотр. (1968), которые показали, что присут¬ 
ствие термолабильных фракций комплемента не является 
обязательным для воспроизведения реакций лейкоцитов 
при поллинозах [Т. И. Серова (1973), изучая базофильный 
тест, это подтвердила], то кратковременное хранение сыво¬ 
роток при минусовой температуре вряд ли необходимо. Что 
же касается лекарственных средств или аллергенов, то 
основные требования, которые к ним предъявляются, со¬ 
стоят в подборе оптимальной концентрации каждого на¬ 
именования препарата и в том, чтобы в процессе приготов¬ 
ления они хорошо растворялись в воде. Аллергены не 
должны содержать каких-либо консервантов. 

При суправительной окраске нейтральным красным 
гранулы базофилов приобретают кирпично-красный цвет. 
Остальные лейкоциты окрашены в светло-желтые тона. 
Основным критерием реакции базофилов (всего сосчиты¬ 
вается 40 клеток) являются изменения в расположении, 
окраске и подвижности гранул («пляска» гранул). Они 
скапливаются в краевых зонах цитоплазмы. Интенсивность 
окраски гранул уменьшается. Сами базофилы нередко 
изменяют форму, становясь грушевидными или вытянуты¬ 
ми, выбрасывают псевдоподии. В цитоплазме клеток обна¬ 
руживаются вакуоли. Ядро базофилов часто приобретает 
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вид пустого шара. Реакция учитывается как положитель¬ 
ная лишь в том случае, если число измененных базофилов 
в опыте превышает число их в контроле на 10% и более. 
Условно выделяют четыре степени дегрануляции: сла¬ 
бую — превышение числа измененных клеток по сравне¬ 
нию с контролем на 10%, умеренную — на 15%, выражен¬ 
ную — на 20 %, резко выраженную — превышение контро¬ 
ля на 25% и более. Во всех вариантах подразумевается 
превышение над тем пз двух контролен, в котором была 
зафиксирована максимальная неспецифическая реакция 
клеток. 

До последнего времени непрямой базофильный тест 
наиболее часто применялся для характеристики лекарст¬ 
венной аллергии (см. главу 14) и аллергии к пыльце расте¬ 
ний. По наблюдениям А. А. Польнера (1968), у больных, 
сенсибилизированных пыльцой луговых трав, количество 
положительных реакций на аллерген тимофеевки луговой 
достигло 68% и на аллерген ежи сборной 37%. Значитель¬ 
но чаще (84,7%) положительные пробы встречались у де¬ 
тей (С. X. Хутуева, 1970). Не совсем ясным остается во¬ 
прос о связи реакции базофилов на аллерген с клиническим 
течением заболевания. Т. И. Серова (1973), как и А. А. 
Польнер (1971), не нашли параллелизма между результа¬ 
тами специфической гипосенсибилизирующей терапии и 
динамикой теста. Этот факт дает основание считать, что 
и другие виды антител могут влиять на степень чувстви¬ 
тельности базофилов к аллергенам. 


Глава 6 

РЕАКЦИЯ СПЕЦИФИЧЕСКОГО ЛЕЙКОЛИЗА 


Методика лейколиза, предложенная Favour в 1947 г. и ис¬ 
пользованная затем в экспериментальных и клинических 
исследованиях, предусматривала выделение лейкоцитов 
из гепаринизированной крови (10—15 мл). Favour считает, 
что данный тест связан с первичным повреждением лим¬ 
фоцитов, остальные лейкоциты повреждаются вторично. 
Отделение лейкоцитов происходило в условиях наслоения 
крови на стерильный раствор альбумина (35% бычьего 




Рис. 15. Феномен трансформации лимфоцитов. 
А — бластные клетки средних размеров. 



Рис. 15. Феномен трансформации лимфоцитов. 
Б — большая бластная клетка. 
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Рис. 17. Реакция непрямой дегрануляции тучных клеток крысы. 
А — нормальные тучные клетки; Б, В — дегранулированные тучные клетки. 





Рис. 17. Реакция непрямой дегрануляции тучных клеток крысы. 
Б, В — дегранулированные тучные клетки. 


альбумина в изотоническом растворе) при последующем 
центрифугировании в течение 5—15 мин при 600— 
1000 об/мин. Слой лейкоцитов содержал 50—80% лимфоци¬ 
тов и 20—40% гранулоцитов. Для отмывания лейкоцитов 
осадок дважды ресуспендировали в изотоническом солевом 
растворе, содержавшем 10% нормальной человеческой 
сыворотки, 200 мг% глюкозы и 1 мг гепарина на 1 мл. 
Заключительное ресуспендирование элементов производи¬ 
лось в цельной свежей сыворотке. 

При постановке пробы на цитолиз к 0,2 мл суспензии 
лейкоцитов (7000—15 000 клеток в 1 мл 3 ) добавляли 0,2 мл 
приготовленного на цельной сыворотке аллергена (тубер¬ 
кулин в концентрации 25 мкг/мл) . Одновременно в анало¬ 
гичных условиях готовили контрольный образец без аллер¬ 
гена. Смесь инкубировали при 37° до 90 мин, после чего 
(в счетной камере) в каждом из образцов производили 
подсчет лейкоцитов в 1 мм 3 . Возможная ошибка метода 
в подсчете клеток достигала 5—10%. Для оценки реакции 
авторы рекомендовали сосчитывать 1000 клеток. По мате¬ 
риалам Favour, числю лейкоцитов под влиянием аллергена 
уменьшалось на 20—30%. В ряде проверочных работ раз¬ 
ница между опытом и контролем была несколько меньше. 
Некоторые исследователи, пытаясь увеличить разрыв меж¬ 
ду опытом и контролем, пошли по пути удлинения сроков 
инкубации лейкоцитов (4 ч и даже 54 ч). Однако такого 
рода модификации не привели к желаемым результатам. 

Интерес к туберкулинолейколизу заметно снизился 
после того, как рядом авторов были отмечены несуществен¬ 
ные различия в растворении лейкоцитов крови у здоровых 
и больных туберкулезом людей (Wiesener, Schulze, 1957, 
и др.). Н. М. Кулик (1964) предпринял исследование, 
в котором реакция лейколиза ставилась в промытом цитра¬ 
том натрия капилляре Панченкова. Набранную до метки 
«Р» кровь смешивали затем на часовом стекле с каплей 
старого туберкулина Коха, вновь набирали в капилляр 
и инкубировали 2 ч при 37°. Затем готовили мазки, окра¬ 
шивали по Романовскому—Гимзе и определяли процент 
лизировавшихся лейкоцитов по сравнению с контролем. 
При неактивной фазе туберкулезного процесса лизис коле¬ 
бался от 5 до 20%, при активной фазе — от 8 до 53%. За¬ 
висимости от формы процесса и степени распада в легких 
обнаружено не было. Максимальная величина лейколиза 
в группе здоровых людей составила 11%. В то же время 
при обследовании 4 человек с заболеваниями легких нету- 
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беркулезной этиологии у двух интенсивность лизиса клеток 
соответствовала 15 и 26%. В отличие от Favour Н. М. Ку¬ 
лик обнаружил в основном лизис нейтрофилов. 

Некоторые авторы сделали попытки использовать фе¬ 
номен лейколиза для регистрации аллергических реакций 
к пыльце растений и домашней пыли, развивающихся, как 
известно, по немедленному типу. Так, Pettit и сотр. (1961), 
получая кровь от сенсибилизированных лиц, предваритель¬ 
но определяли число лейкоцитов в 1 мм 3 . Пробу на лейко- 
лиз ставили в пробирках. В каждую опытную пробирку 
добавляли 0,05 мл физиологического раствора, а затем 
0,05 мл раствора аллергена, в контрольные пробирки — 
0,1 мл физиологического раствора. Далее в каждую пробу 
вносили 0,9 мл цельной гепаринизированной крови. Про¬ 
бирки закрывали и содержимое их перемешивали. В тече¬ 
ние 80 мин пробы инкубировали на водяной бане при 37°. 
После перемешивания отстоявшихся фракций повторно) 
подсчитывали лейкоциты. Отмечая повышенный лизис 
лейкоцитов у групп больных, сенсибилизированных к ал¬ 
лергенам тимофеевки и домашней пыли, Pettit с сотр. 
(1961) указывают вместе с тем на значительную вариа¬ 
бельность результатов, которая не поддается каким-либо' 
объяснениям. 

Модифицированную технику выделения лейкоцитов: 
для реакции лейколиза применили И. И. Федоров с сотрѵ 
(1971). Как и Favour, они оценивали лизис лейкоцитов не 
в цельной крови, а в лейкоконцентрате. Получение лейко¬ 
цитов было осуществлено ими в небольшом объеме крови 
при помощи спиральной центрифуги СЦ-1. Техника выде¬ 
ления лейкоцитов имела ряд особенностей. Перед проко¬ 
лом кожи пипетки и пробирки обрабатывали гепарином. 
Перенесенную в пробирку кровь (0,4 мл) тщательно пике¬ 
тировали и насасывали в пластиковый капилляр, конец 
которого завязывали перед этим неплотным узлом. Узел 
затягивали и капилляр помещали в желобок СЦ-1 длиной 
442 мм. После центрифугирования (10 мин) в капилляре 
образовывалось два основных слоя: эритроцитный (около 
15 мм) и плазменный (около 5 мм) со взвешенными в нем 
лейкоцитами. После обозначения границ слоев рассекали 
капилляр сначала по верхнему плазменному слою (закры¬ 
вая отверстие пастеровской пипеткой), а затем по нижне¬ 
му, эритроцитному слою. Плазму с лейкоцитами выдували 
в центрифужную пробирку и после подсчета клеток в ка¬ 
мере Горяева продолжали исследование. 



Говоря о механизме специфического лейколиза, Favour 
полагал, что этот эффект обусловлен воздействием аллер¬ 
гена на лимфоциты сенсибилизированного организма. При 
этом освобождается «фактор плазмы» (отличный от обыч¬ 
ных антител), который и разрушает клетки других типов. 
Вместе с тем освобождение «фактора плазмы» определен¬ 
ным образом оказалось связанным и со свойствами самой 
плазмы: перенос сенсибилизированных лейкоцитов в плаз¬ 
му нормального донора замедлял лейколиз. 


Глава 7 

РЕАКЦИЯ БЛАСТТРАНСФОРМАЦИИ 
ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ (БТЛ) 


Морфологические изменения в лимфоцитах, полученных 
от больных туберкулезом легких, при длительном их инку¬ 
бировании in vitro в смеси с микобактериями туберкулеза 
обратили на себя внимание исследователей в середине 20-х 
годов (А. А. Максимов, 1924; А. Д. Тимофеевский, С. В. 
Беневоленская, 1925). Повреждающее действие туберкули¬ 
на на культуру лейкоцитов зараженного туберкулезом жи¬ 
вотного было показано Rich и Lewis (1928). 

В 1959 г. Hungerford с сотр. и в 1960 г. Novell опубли¬ 
ковали данные о своеобразной трансформации части малых 
лимфоцитов при добавлении к взвеси клеток в культураль¬ 
ной жидкости фитогемагглютинина — ФГА (экстракта из 
бобов Phaseolus vulgaris). Трансформация выражалась 
в появлении крупных незрелых клеток, в которых интен¬ 
сивно синтезировалась ДНК. Клетки отличались большими 
ядрами и легко обнаруживаемыми ядрышками и пиронино- 
филией цитоплазмы. 

Аналогичный эффект при использовании в качестве 
стимулятора туберкулина наблюдали Pearmain с сотр. 
(1963). 

Интерес к феномену возрастал по мере накопления 
данных об аналогичном эффекте при инкубации лимфоци¬ 
тов с другими аллергенами и биологическими субстратами. 
Заметим, что механизм воздействия на клетки ФГА не 
может считаться выясненным. Существует предположение. 


4* 


83 



что этот экстракт продлевает in vitro Продолжительность 
жизни малых лимфоцитов, а это в свою очередь является 
условием для пролиферации лимфоидных клеток в культу¬ 
ральной среде. Среди выявленных в настоящее время спе¬ 
цифических митогенов наиболее многочисленными явля¬ 
ются лекарственные средства: пенициллин, стрептомицин, 
неомицин, рибофлавин, ацетилсалициловая кислота и др. 
Из медицинских биологических препаратов, кроме очищен¬ 
ного туберкулина, должны быть названы столбпячный 
анатоксин и антиген вируса кори. Митогенными свойства¬ 
ми обладают также продукты жизнедеятельности микроор¬ 
ганизмов (стрептолизин S, стафилококковый альфа-ток¬ 
син) и вырабатываемые макроорганизмом антитела (на¬ 
пример, антилейкоцитарные антитела). 

Значительный интерес представляет и такое направле¬ 
ние практического применения трансформации лимфоци¬ 
тов, как установление возможной трансплантационной 
совместимости тканей различных индивидуумов. При сов¬ 
местном культивировании лейкоцитов крови различных 
людей (микст-культуры) интенсивность их трансформации 
рассматривается как индикатор совместимости. Некоторые 
авторы указывают, что за внешним морфологическим сход¬ 
ством ответной реакции лимфоцитов на специфические 
и неспецифические агенты можно увидеть определенные 
функциональные различия. В частности, в исследованиях, 
где для бласттрансформации иммунных лимфоцитов ис¬ 
пользовался эритроцитарной антиген, после ряда делений 
возникали плазматические клетки, продуцирующие специ¬ 
фические антитела. 

В. В. Манько и соавт. (1972) более широко освещают 
эту сторону вопроса. По их мнению, БТЛ относится к чис¬ 
лу стереотипных реакций лимфоидной ткани в ответ на 
различные стимуляторы и первая фаза реакции в любом 
случае характеризуется неспецифическими чертами — пре¬ 
вращением лимфоцита в незрелую митотически активную 
клетку (лимфобласт). В условиях, когда стимулятор имеет 
неспецифическую природу (ФГА), бласты при достаточно 
длительной инкубации погибают или вновь переходят 
в форму малого лимфоцита. Авторы соглашаются с тем, 
что специфическая антигенная стимуляция обусловливает 
дифференцировку бластов в клетки плазматического ряда. 
Наконец, при рассмотрении судьбы микст-культур, где 
предварительная сенсибилизация доноров отсутствует, речь 
может идти о первичной гомотрансплантационной реакции. 



Такая гипотеза преДставййеТ несомненный интерес, одйако 
остается невыясненным ряд вопросов. Так, известно, что 
неспецифические стимуляторы вызывают интенсивную 
бластную реакцию в наиболее короткие интервалы времени 
(3-и сутки), в то время как для специфических биологиче¬ 
ских препаратов и микст-культур оптимальное время для 
учета теста падает на 4—6-й день. Если ФГА позволяет 
в большинстве случаев получить до 70—90% бластов, то 
специфические стимуляторы, даже при использовании лим¬ 
фоцитов, полученных от предварительно иммунизирован¬ 
ных людей, вызывают феномен трансформации лишь 
в 10-50%. 

Причины несовпадений бласттрансформирующей актив¬ 
ности лимфоцитов крови на неспецифические и специфи¬ 
ческие стимуляторы требуют специального изучения. 
В этой связи вызывает интерес сообщение Hirschhorn 
(1968) о возможности устранения бластной «анергии». 
В нескольких случаях, когда у больных феномен трансфор¬ 
мации лимфоцитов на специфический стимулятор не воз¬ 
никал, было проведено удаление аутоплазмы, и после от¬ 
мывания клеток в систему вносилась сыворотка другого 
лица. В новых гуморальных условиях «анергия» лимфоци¬ 
тов исчезала. 

С другой стороны, мы могли убедиться в том, что ак¬ 
тивность даже такого сильного неспецифического стимуля¬ 
тора, каким является ФГА, может существенно зависеть 
от особенностей клинического течения хронического ин¬ 
фекционного процесса (В. А. Фрадкин и соавт., 1971). 
После установления и применения дозы ФГА-Р фирмы 
Difco, обладающей невысокой активностью (5 мкг/мл), 
в группе больных с выраженным обострением туберкулез¬ 
ного процесса в легких средняя величина трансформации 
лимфоцитов составила 41,1%, при затихающей вспышке — 
23,6%, а у практически здоровых неинфицированных лиц 
(с отрицательными внутрикожными пробами на туберку¬ 
лин)—25,8%. При увеличении дозы ФГА в 4 раза 
(20 мкг/мл) частота нахождения бластов в первой группе 
достигла 77,8%, во второй — 48,1%. 

Оценка трансформирующего эффекта должна быть 
рассмотрена и под углом зрения воздействия на этот про¬ 
цесс других категорий лейкоцитов крови, тем более что 
в одних работах используется полная взвесь лейкоцитов 
крови, а в других — выделенная фракция малых лимфоци¬ 
тов. В последние годы был опубликован ряд сообщений 



(Schechter б. ft., 1970, й др.) о заметном усилении ВТЛ при 
содержании в культуральной среде, кроме лимфоцитов, 
и гранулоцитов. В этой связи в 1971 г. сотрудники нашей 
лаборатории рассмотрели два вопроса: 1) появляются ли 
в аутоплазме сенсибилизированного больного такие каче¬ 
ственные изменения (в результате непродолжительной 
3-часовой инкубации цельной крови со специфическим 
аллергеном), которые могут оказать воздействие на интен¬ 
сивность трансформации аутологичных лимфоцитов, 
2) в какой мере инкубация цельной крови сенсибилизиро¬ 
ванного донора в присутствии специфического аллергена 
влияет на последующую бластную реакцию самих лимфо¬ 
цитов, выделенных из такой крови. 

Изучение реакции под этим углом зрения показало, что 
лейкоциты больных туберкулезом легких, выделенные по 
истечении 3-часовой инкубации цельной крови с туберку¬ 
лином, оказывают потенцирующее влияние на бластную 
реакцию аутологичных лимфоцитов. Возрастание процента 
проинкубированных с туберкулином лейкоцитов крови 
в культуральной среде при постоянном числе клеток в 1 мм 3 
приводило к более интенсивной бластной реакции, несмот¬ 
ря на то что абсолютное количество малых лимфоцитов 
в этих случаях оказывалось меньшим из-за существенной 
примеси гранулоцитов. В противоположность этому осво¬ 
божденная от лейкоцитов аутоплазма, полученная после 
кратковременной инкубации цельной крови, заметного 
влияния на выраженность феномена не оказывала. 

Расшифровка механизма усиления бласттрансформи- 
рующей активности мононуклеаров крови в присутствии 
полиморфноядерных лейкоцитов потребует, разумеется, 
дополнительных исследований. В этом плане, с нашей точ¬ 
ки зрения, заслуживает внимания проблема реутилизации 
отмирающих лимфоцитов. Как известно, реутилизация 
клеточных элементов является одной из основных функций 
макро- и микрофагов. Опубликованные в литературе мате¬ 
риалы свидетельствуют о том, что после введения в орга¬ 
низм меченых лимфоцитов (тимоцитов) уже спустя 
несколько часов радиоактивная метка обнаруживалась 
в ретикулярных клетках и гранулоцитах. Глубокое фермен¬ 
тативное расщепление фагоцитами поглощенных субстра¬ 
тов позволяет ставить вопрос о последующем поступлении 
в кровь ряда продуктов (например, нуклеиновых кислот), 
обладающих, по-видимому, митогенной активностью. Кро¬ 
ме того, в условиях культивирования клеток крови in vitro 



нейтрофилы достаточно быстро отмирают и комплекс со¬ 
державшихся в них биологически активных веществ, под¬ 
вергшихся так называемой аутоцеллюлярной ферментной 
обработке, поступает в культуральную питательную среду. 

С этих позиций можно рассмотреть и результаты, полу¬ 
ченные Kasakura (1972), который культивировал лейкоци¬ 
ты здоровых людей в среде № 199 с 20% аутологичной 
плазмой без добавления митогенов. Взятая спустя 5 сут 
надосадочная жидкость или преципитат, полученный после 
ее ультрацентрифугирования, оказывали выраженный 
трансформирующий эффект на свежие культуры аутоло¬ 
гичных или аллогенных лимфоцитов. С другой стороны, 
были получены данные об изменении степени митогенного 
эффекта под влиянием ФГА за счет включения в среду 
мембран эритроцитов (Iohson и соавт., 1972). Соотноше¬ 
ние эритроцитов к лейкоцитам 100 : 1 оказалось для этой 
цели оптимальным. Выше уже отмечалось влияние клеток 
стромы на специфические реакции лимфоидных элементов 
(А. Я. Фриденштейн, 1973). Все это указывает на перс¬ 
пективность дальнейших исследований по выяснению роли 
«некомпетентных» клеточных структур в реакциях специ¬ 
фического иммунитета. 

К числу интересных, но достаточно трудных для реше¬ 
ния задач относится установление условий, при которых 
лимфоциты крови претерпевают трансформацию в орга¬ 
низме человека. Такого рода наблюдения мы находим в ра¬ 
боте Ногіе Akio (1972). Среди клеточных элементов, полу¬ 
ченных из хронических воспалительных очагов, автор 
обнаруживал формы, которые визуально не отличались от 
бластоподобных элементов, возникавших из малых лимфо¬ 
цитов крови in vitro под воздействием ФГА. По данным 
литературы, морфологически видимой бластной реакции 
лимфоцитов предшествует комплекс сложных внутрикле¬ 
точных преобразований: усиливается ацетилирование ги¬ 
стонов, и в первую очередь богатых аргинином, изменяется 
характер окраски гистонов; уменьшается устойчивость 
ядра клетки к тепловому воздействию; интенсифицируется 
синтез ДНК и РНК. Материалы Waithe и Hirshhorn 
(1971) показали, что добавление ФГА в культуральную 
среду в дозе 0,5 мкг/мл уже спустя 16 ч ускоряет синтез 
белка в лимфоцитах в 3 раза, а спустя 20 ч — более чем 
в 4 раза. 

Постановка реакции трансформации лимфоцитов со¬ 
пряжена с длительным культивированием клеток и требует 
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в этой связи стерильных условий. В пробирку, смоченную 
гепарином (20—25 ед на 1 мл крови), вносят 10—15 мл 
венозной крови. Для осаждения эритроцитов чаще всего 
применяют 10% желатину (1 мл на 10 мл крови). Содер¬ 
жимое пробирки осторожно перемешивают и кровь инку¬ 
бируют при 37° в течение 50—60 мин, отсасывая затем 
конусообразный слой плазмы, содержащий значительное 
количество лейкоцитов. С помощью счетной камеры уста¬ 
навливают число клеток в 1 мм 3 . После центрифугирования 
(10 мин при 1000 об/мин) плазму отбрасывают, а лейкоци¬ 
ты дважды отмывают в подогретой до комнатной темпера¬ 
туры среде № 199. 

В тех случаях, когда исследования проводятся с малы¬ 
ми лимфоцитами без существенной примеси гранулоцитов, 
взвесь лейкоцитов фильтруют. Наиболее доступным и до¬ 
статочно надежным методом выделения лимфоцитов яв¬ 
ляется фильтрация элементов через колонку, заполненную 
слоем хлопковой ваты при температуре 37°. Слой должен 
укладываться волнисто и рыхло. Простейшей формой ко¬ 
лонки может явиться средних размеров ампула или спе¬ 
циальная пробирка, конец которой вытянут в виде воронки. 
Для фильтрования лейкоцитов, собранных из 10—15 мл 
крови, высота ватного фильтра должна быть 3—3,5 см при 
диаметре стеклянного цилиндра 1,5 см. Вслед за прохож¬ 
дением через фильтр первичной взвеси лейкоцитов произ¬ 
водят дополнительное промывание системы средой № 199 
или средой Игла в объеме, превышающем объем плазмы 
в 2—3 раза. Когда объем первичной клеточной взвеси ме¬ 
нее 2,5 мл, рекомендуется до начала фильтрации добавить 
к взвеси клеток среду № 199 до суммарного объема 3,5— 
4 мл, что обеспечит полное смачивание ватного фильтра. 
Как показывает микроскопия клеточной взвеси, про¬ 
фильтрованные элементы на 90—95% состоят из моно- 
нуклеаров. 

Более сложным методом выделения лимфоцитов являет¬ 
ся способ Rabinowitz (1964), основанный на несовпадаю¬ 
щих условиях прохождения различных по величине 
и функциональным свойствам лейкоцитов через специально 
подготовленные стеклянные колонки, заполненные чере¬ 
дующимися слоями стеклянных бус и стекловолокна. По 
наблюдениям Hinz и Chickosky (1972), при использовании 
колонки с нейлоновой ватой число стимулированных эле¬ 
ментов было на 25% меньше, чем при их параллельном 
получении путем оседания в растворе желатины. В отдель- 



ітьіх исследованиях (Pentycross, 19б8) монопуклеарьі вы¬ 
деляли путем добавления к 10 мл гепаринизированной 
крови (других антикоагулянтов не использовать!) 100 мг 
частиц карбонильного железа (диаметр частицы 3 мкм) 
с последующим ее медленным вращением в течение 30 мин 
при 37°. Частицы железа накапливались в полинуклеарах. 
Последние затем отбрасывали в достаточно сильном посто¬ 
янном магнитном поле. Paty и Hughes (1972) для получе¬ 
ния очищенной суспензии лимфоцитов использовали смесь 
дефибринированной крови с карбонильным железом и ме¬ 
тил-целлюлозой. 

Численность выделенных лимфоцитов определяют 
в счетной камере Горяева. Затем клетки в течение 10 мин 
центрифугируют (лучше в конических пробирках) при 
1000 об/мин или 5 мин при 2000 об/мин. Надосадочную 
жидкость отбрасывают. Дальнейшие этапы работы как 
с цельной взвесью лейкоцитов крови, так и с выделенными 
в результате фильтрования лимфоцитами совпадают: к от- 
центрифугированным клеткам добавляют нагретую до ком¬ 
натной температуры среду № 199, которую непосредствен¬ 
но перед исследованием разводят донорской сывороткой 
АВ группы крови (70% среды и 30% сыворотки). Добав¬ 
ление сыворотки обеспечивает повышение питательных 
свойств среды и тем самым создает оптимальные условия 
для репродуцирующей активности лимфоцитов. Для разве¬ 
дения среды № 199 можно использовать и аутоплазму об¬ 
следуемого лица, которую собирают в процессе фильтро¬ 
вания взвеси лейкоцитов. В связи с тем что при использо¬ 
вании аутологичной плазмы, по данным некоторых авторов, 
достигается более высокий уровень трансформации клеток, 
чем при использовании гомологичной сыворотки крови, не 
следует в ходе динамических наблюдений изменять состав 
культуральной среды. При использовании плазмы инфек¬ 
ционных больных (Ling, 1971) в ряде случаев имеет место, 
наоборот, снижение степени бласттрансформации. Менее 
пригодна для этих целей сыворотка коровьих эмбрионов 
или телят, так как она оказывает на клетки фоновый сти¬ 
мулирующий эффект. Чтобы предотвратить размножение 
в среде случайно попавших микроорганизмов, в нее вклю¬ 
чают пенициллин и стрептомицин (из расчета 100 ЕД каж¬ 
дого из антибиотиков на 1 мл среды). Разведение антибио¬ 
тиков осуществляется в среде № 199. 

По данным многих авторов, концентрация культиви¬ 
руемых клеток 1 • 10® в 1 мл является оптимальной. При 



такой численности клеток облегчается сохранение задан¬ 
ных значений pH и обеспечивается необходимое качество 
среды. С другой стороны, интенсивная митогенетическая 
активность мононуклеаров наблюдается в случаях, когда 
количество лимфоцитов оказывается не менее 250 000. Под¬ 
готовленную клеточную взвесь после добавления нужных 
концентраций изучаемых митогенов разливают во флако¬ 
ны. В процессе исследований нужно стремиться к созданию 
в них постоянной высоты столба питательной среды, так 
как от этого фактора зависит режим насыщения среды 
кислородом. Достигается это стандартностью флаконов. 
Так как пониженное парциальное давление кислорода по¬ 
ложительно влияет на феномен трансформации лимфоци¬ 
тов (концентрация кислорода от 20% и выше задерживает 
реакцию), целесообразно перед закрытием флаконов рези¬ 
новыми пробками обеспечивать присутствие в них воздуш¬ 
ной смеси, содержащей 5% углекислого газа. Для сохра¬ 
нения высокой питательности среды в некоторых лабора¬ 
ториях уже в процессе культивирования лейкоцитов во 
флаконы добавляют глютамин (100 мкг/мл). 

Культивирование лимфоцитов происходит при 37°. 
Срок культивирования может колебаться в зависимости от 
характеристики специфического стимулятора (аллергена) 
от 4 до 7 сут. В течение этого периода содержимое флако¬ 
нов не должно подвергаться каким-либо встряхиваниям. 
По окончании инкубации клетки переводятся во взвешен¬ 
ное состояние взбалтыванием и вместе с культуральной 
жидкостью переносятся в пробирки для центрифугирова¬ 
ния (10 мин при 2000 об/мин). Поскольку при изготовле¬ 
нии мазков их лучшее качество достигается в присутствии 
сыворотки, жидкую фазу отбрасывают, добавляют цельную 
сыворотку и повторно центрифугируют. За исключением 
одной капли, удаляют весь супернатант. Пипетируют тон¬ 
кой пастеровской пипеткой клеточный осадок, переносят 
небольшой объем элементов на одно или два предметных 
стекла и готовят мазки. Для оценки реакции методом под¬ 
счета бластов в световом микроскопе препараты подсуши¬ 
вают на воздухе, 5 мин фиксируют в метаноле и окраши¬ 
вают смесью азура и эозина. Каждый из этих красителей 
готовят раздельно (1 г на 1 л прокипяченной дистиллиро¬ 
ванной воды) и после фильтрования хранят при комнатной 
температуре. Для приготовления рабочей смеси 10 мл азу¬ 
ра смешивают с 8 мл эозина. После фиксации мазки зали¬ 
вают смесью на 15—20 мин, лромывают водой и после 
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высушивания микроскопируют под иммерсией. В каждом 
мазке сосчитывают не менее 1000 клеток. 

В процессе подсчета учитывают две категории клеток: 
бласты и лимфоциты. Бласты могут достигать 25—30 мкм 
в поперечнике и отличаются разнообразной морфологией. 
Среди них достаточно часто встречаются клетки с округлы¬ 
ми или неровными краями и хорошо развитой базофильной 
цитоплазмой, площадь и яркость которой варьируют. Зоны 
цитоплазмы (в них встречаются светлые вакуоли) обычно 
со всех сторон окружают крупное ядро. В ядре на фоне 
сетчатой структуры хроматина просматривается одно или 
несколько ядрышек. Одновременно могут встречаться 
и митотические клетки. При микроскопии препаратов воз¬ 
никает необходимость отдифференцировать от бластов так 
называемые переходные формы. Они отличаются меньшей 
величиной, менее обширной зоной цитоплазмы, более ин¬ 
тенсивным прокрашиванием ядра и меньшими по размерам 
ядрышками (рис. 15, см. на цветн. вкл. между стр. 96—97). 

Поскольку во многих случаях эффект трансформации 
лимфоцитов у больных не обнаруживается или выявляется 
в минимальной степени, возникает необходимость контро¬ 
ля, который позволил бы утверждать, что все этапы иссле¬ 
дования были выполнены правильно. С этой целью наибо¬ 
лее уместно использовать мощный неспецифический стиму¬ 
лятор — ФГА. При концентрации клеток 1 • ІО 6 в 1 см 3 ФГА 
вызывает трансформацию в 40—90% сосчитанных элемен¬ 
тов. Следует иметь в виду, что ФГА, изготовленный раз¬ 
ными фирмами, и даже разные серии препарата одной 
фирмы могут иметь неоднозначную активность. Параллель¬ 
но с ФГА ставят и второй контроль с нестимулированными 
клетками. Говоря о необходимости выполнения контроль¬ 
ных исследований, следует принять во внимание и тот 
факт, что даже у одного и того же лица интенсивность 
бластообразования может заметно варьировать в пределах 
нескольких дней. Развертывая наблюдения, связанные 
С постановкой БТЛ, аллерголог сталкивается еще с одной 
задачей: число митогенов, для которых точно определены 
их оптимальные дозировки на 1 мл среды, сравнительно 
невелико. При определении «рабочих» доз не применяв¬ 
шихся ранее аллергенов возникает необходимость в таком 
контроле, как оценка токсичности препарата. Он пред¬ 
усматривает предварительное изучение бластогенного эф¬ 
фекта дозы при использовании лимфоцитов крови лиц, 
у которых проявления аллергии не были обнаружены. 
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При регистрации интенсивности БТЛ многие авторы 
пришли к заключению, что выражение конечного резуль¬ 
тата в процентах не является достаточно точным способом 
оценки реакции, так как в течение достаточно продолжи¬ 
тельной инкубации часть малых лимфоцитов погибает. 

Чтобы исключить влияние этого фактора, Coulson 
и Chalmers (1967) предложили использовать формулу 
1000 (N 0 - А к ) 

N 

где 1000 — число сосчитанных клеточных элементов; No — 
число обнаруженных бластов в опытном препарате в пе¬ 
риод учета реакции; N K — аналогичное число в контроль¬ 
ном препарате; N — количество малых лимфоцитов в 1 мм 3 
взвеси перед помещением флаконов с культуральной сре¬ 
дой в термостат. 

Для оценки бластной реакции лимфоцитов во многих 
лабораториях успешно применяется метод авторадиогра¬ 
фии. Он основан на включении радиоактивных меток 
в трансформирующиеся элементы. Об активности транс¬ 
формированных культур по сравнению с контрольными 
судят по включению тимидина-Н 3 в ДНК клеток, по вклю¬ 
чению уридина-Н 3 в РНК клеток или по включению мече¬ 
ной аминокислоты, например глицина-Н 3 или глицина-С 14 
в белки. Маркеры вносят в культуральную среду за 18— 
24 ч до завершения инкубационного цикла. Приготовлен¬ 
ные обычным путем и зафиксированные препараты мето¬ 
дом погружения покрывают жидкой эмульсией типа «М». 
После застывания эмульсии их экспонируют в светонепро¬ 
ницаемом контейнере 7—10 дней при +4°. После проявле¬ 
ния авторадиограмм обычным путем окрашивают препара¬ 
ты и подсчитывают под микроскопом число меченых 
клеток. Существует и методика тотального определения 
меченых предшественников, поступивших в клеточные эле¬ 
менты, подсчет с помощью сцинтилляционных счетчиков. 
Поскольку указанные методики связаны со специальными 
реактивами, а сцинтилляционный подсчет требует и допол¬ 
нительной аппаратуры, учитывая, что при этом удлиняется 
время получения результатов, клинические лаборатории 
обычно используют морфологический метод учета реакции. 
По заключениям ряда исследователей, морфологический 
и авторадиографический методы учета реакции дают сов¬ 
падающие результаты (Caron, 1967, и др.). Более подробно 
метод авторадиографии изложен в монографии Ling (1968) 



«Стимуляция лимфоцитов», изданной на русском языке 
в 1971 г. 

Выше уже отмечалось, что интерес к БТЛ значительно 
возрос после 1963 г. в связи с работой Pearmain с сотр. 
В результате за прошедшие 12 лет в этом направлении 
было опубликовано значительное число работ, однако 
в большинстве из них данный феномен изучался не с по¬ 
зиций прикладной аллергологии, а в целях расшифровки 
механизма формирования клеточного иммунитета и акти¬ 
вации лимфоцитов или оценки изоантигенных различий 
тканей. Интенсивно изучались и изучаются вопросы, свя¬ 
занные с уточнением патогенеза заболеваний, при которых 
отмечаются нарушения реакций со стороны элементов 
мононуклеарного ряда. 

Исходя из задач и возможностей настоящей книги, мы 
рассмотрим только те положения, которые имеют непосред¬ 
ственное отношение к оценке проявлений специфической 
сенсибилизации у больных. Большинство работ такого про¬ 
филя оказалось связанным с применением туберкулина, 
стрептококковых и стафилококковых антигенов и лекарст¬ 
венных препаратов. Отдельные наблюдения касаются рас¬ 
тительной пыльцы. 


Бласттрансформация с туберкулином 

Для исследований применяют сухой очищенный туберку¬ 
лин (РРД). В работах различных авторов оптимальная по 
активности концентрация туберкулина колеблется в преде¬ 
лах от 1 до 50 мкг на 1 мл среды. Применение более высо¬ 
ких доз аллергена снижало трансформирующий эффект. 
Следует иметь в виду, что активность разных серий тубер¬ 
кулина может колебаться в пределах ±20% от основного 
национального или международного стандарта. 

Диагностическое значение реакции в клинике туберку¬ 
леза или в первые месяцы после туберкулинового «виража» 
все еще служит предметом дискуссии (Л. С. Когосова, 
Е. Ф. Чернушенко, 1970). В значительной мере это объяс¬ 
няется несовпадением в трактовке клинических фаз тубер¬ 
кулезного процесса. 

Дополнительного изучения требует также в этой связи 
точка зрения о неоднородности популяций малых лимфо¬ 
цитов (Ling, 1968). При сравнении характера БТЛ у инфи¬ 
цированных, но практически здоровых людей и больных 
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туберкулезом ряд авторов обнаружили более интенсивную 
реакцию у первых. Таким образом, корреляция между 
уровнем БТЛ и выраженностью реакций кожи на туберку¬ 
лин чаще всего отсутствовала. Отсутствие корреляции было 
зафиксировано и у лиц, вакцинированных с целью профи¬ 
лактики туберкулеза вакциной БЦЖ. 

Достаточно обширное использование феномена БТЛ 
в клинике туберкулеза мы находим в работе В. Я. Гергерта 
(1970). Обследовав более 140 больных со специфическим 
и неспецифическим поражением легких, он указал на сле¬ 
дующие закономерности: 1) наименьшая способность ма¬ 
лых лимфоцитов крови к трансформации характерна для 
фазы инфильтративной вспышки заболевания. При 
этом наименьшая из использованных доз туберкулина 
(6 мкг/мл) вызывала наиболее выраженную реакцию; 
2) изменению динамики туберкулезного процесса в сторо¬ 
ну его инволюции сопутствовало усиление феномена БТЛ. 
В. Я. Гергерт поддерживает мнение о том, что пролифера¬ 
тивная реакция клеток на раздражитель находится в об¬ 
ратной зависимости от активности инфекционного процесса 
и достаточно отчетливо коррелирует с напряженностью 
противотуберкулезного иммунитета. 

Бласттрансформация 
с бактериальными аллергенами 
и продуктами жизнедеятельности 
микроорганизмов 

Значительная часть наблюдений в этой области отно¬ 
сится к изучению сенсибилизации организма к стрептокок¬ 
ку. В качестве митогенов ряд авторов применяли стрепто- 
лизин-0 или стрептокиназу. При острых стадиях сустав¬ 
ного ревматизма, гломерулонефрита БТЛ была низкой 
независимо от титра специфических антител. При исполь¬ 
зовании корпускулярных стрептококковых антигенов па¬ 
раллелизм между уровнем трансформации клеток, с одной 
етороны, и титрами антистрептолизина, антистрептокина¬ 
зы и кожными пробами на специфический аллерген — 
е другой, также отсутствовал. 

В реакции лимфоцитов на стафилококковый антиген 
был использован мукопептид, выделенный из оболочки 
золотистого стафилококка (Fumarola, 1969). И в этом 
случае проявилась закономерность, о которой говорилось 



При изложений Данных, полученных при использовании 
туберкулина. Минимальная доза — 0,1 мкг/мл — вызывала 
трансформацию лимфоцитов у обследованных лиц в 6,6 %, 
доза 0,5 мкг/мл — в 14%, доза 1 мкг/мл — в 12%. Автор 
высказывает мнение, что повышенные концентрации сти¬ 
мулятора дают Цитотоксический эффект. 

Virtue с сотр. (1971) для оценки БТЛ у больных брон¬ 
хиальной астмой использовали антигенную смесь из 5 мик¬ 
роорганизмов. В нее входили р-гемолитический стрепто¬ 
кокк, золотистый стафилококк, палочка инфлюэнцы, диф- 
тероид и диплококк пневмонии. Максимальное включение 
тимидина-Н 3 наблюдалось на 3—4-е сут, причем в группе 
больных бронхиальной астмой и в группе здоровых людей 
средние величины БТЛ практически совпали. Таким обра¬ 
зом, суммация антигенных стимулов не сопровождалась 
ожидавшимся усиленным ответом со стороны лимфоцитов. 

Бласттрансформация с аллергенами 
из растительной пыльцы 

Число исследований, связанных с применением раститель¬ 
ной пыльцы в качестве стимулятора трансформации моно- 
нуклеаров, невелико. В 1966 г. Zeitz с сотр. сообщили, что 
при использовании пыльцы тимофеевки показатели ука¬ 
занной реакции у лиц, чувствительных к аллергену, соста¬ 
вили в среднем 24%. Курс специфической гипосенсибили¬ 
зирующей терапии не привел к существенному снижению 
этого уровня. В контрольной группе показатель БТЛ был 
равен 2,2%. По данным Girard с сотр. (1967), каждый 
растительный аллерген характеризуется своей оптималь¬ 
ной концентрацией, вызывающей наибольшую БТЛ. Уве¬ 
личение доз аллергенов выше оптимального уровня не вело 
к усилению реакции лимфоцитов. При оценке аллергии 
к пыльце амброзии (Richter, Naspitz, 1968) наилучшие 
диагностические результаты получались при использова¬ 
нии 100 мкг препарата на 4 мл среды (концентрация кле¬ 
ток 1 • ІО 6 ) и при учете реакции на 7-й день. 

В своей совокупности приведенные материалы не 
оставляют сомнений в том, что реакция бласттрансформа- 
ции лимфоцитов относится к числу специфических имму¬ 
нологически значимых феноменов. Следует думать, что 
значение данного метода в оценке природы и выраженно¬ 
сти сенсибилизации организма будет возрастать по мере 
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установления оптимальных митогенных концентраций 
возможно большей номенклатуры аллергенов. Далее, долж¬ 
ны быть разработаны методы, позволяющие охарактеризо¬ 
вать степень однородности циркулирующих в крови боль¬ 
ного лимфоцитов. Это, по-видимому, поможет расшифро¬ 
вать природу отклонений в показателях реакции внутри 
групп больных с совпадающими клиническими проявле¬ 
ниями патологического процесса. 

Наконец, должен быть решен вопрос, в какой мере 
данный тест способен отразить глубину аллергической 
перестройки организма. Снижение показателей БТЛ в пе¬ 
риод обострения хронических инфекционных заболеваний 
и более высокие показатели у инфицированных, но прак¬ 
тически здоровых людей дают основание полагать, что ос¬ 
новное диагностическое значение реакции окажется свя¬ 
занным с характеристикой клеточного иммунитета. 


Глава 8 

РЕАКЦИЯ ТОРМОЖЕНИЯ МИГРАЦИИ ЛЕЙКОЦИТОВ 
КРОВИ 


Как и исследование бласттрансформации лимфоцитов кро¬ 
ви, начало изучения феномена задержки миграции моно- 
нуклеаров под воздействием специфического антигена 
связано с исследованиями А. А. Максимова (1924), А. Д. 
Тимофеевского и С. В. Беневоленской (1925), Rich и Lewis 
(1928). После серии работ, в которых в качестве антигена 
использовали туберкулин, совпадающие результаты были 
зарегистрированы со специфическими антигенами при 
проявлениях аллергии к гемолитическому стрептококку 
и бруцеллам. 

В 1947 г. Nantz и Blatt опубликовали описание типового 
теста культуры лейкоцитов для изучения бактериальной 
аллергии. Двумя годами позже методика была упрощена 
и унифицирована (Blatt и соавт., 1949). Авторы отмечали, 
что она может использоваться и для оценки эффекта десен¬ 
сибилизирующей терапии. Основные этапы теста состояли 
в следующем: из вены больного брали около 9 мл крови. 
В конических пробирках кровь смешивали с цитратом 
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йатрйя и после б¥стйийайий й удалений плазмы йз нее 
получали пленку коагулировавших (под влиянием промы¬ 
вания раствором Рингера) лейкоцитов. Лейкоциты вновь 
отмывали и в смеси с раствором Рингера инкубировали 
(при периодическом встряхивании) в течение часа при 37°. 
Далее на предметные стекла ставили кольца из органиче¬ 
ского стекла, в которые вносили суспензию лейкоцитов, 
бактериальный фильтрат или аллерген (туберкулин) и бы¬ 
чий тромбин. В контрольные кольца вместо аллергена до¬ 
бавляли глицериновый бульон. Кольца герметизировали 
обрезками стекла и инкубировали в течение 20 ч. Оценка 
результатов исследования состояла в определении морфо¬ 
логических изменений лейкоцитов при подсчете 100 клеток 
с помощью окулярной сетки и объектива Х16. 

Последующие проверочные работы показали, что опре¬ 
деление сенсибилизации организма описанным способом 
не отличается точностью (Hall, Scherago, 1957). 

O’Neil и Favour (1955) впервые применили для оценки 
миграции лейкоцитов крови человека капиллярные трубки. 
Сухой туберкулин в концентрации 100 мкг/мл резко сни¬ 
жал миграцию клеток, полученных от больных туберкуле¬ 
зом. Отмывание лейкоцитов не лишало их чувствительно¬ 
сти к туберкулину. Наблюдалась задержка миграции лей¬ 
коцитов и здоровых людей, если перед добавлением 
туберкулина их инкубировали с сывороткой больных. 

Более широкое использование теста задержки миграции 
лимфоцитов оказалось связанным с клиническими наблю¬ 
дениями S0borg, Bendixen (1967) и др., в которых были 
уточнены некоторые методические приемы. В настоящее 
время, кроме исследований, направленных на изучение 
проявлений бактериальной аллергии в клинике туберкуле¬ 
за, накапливаются данные, полученные при внесении в си¬ 
стему стрептококкового аллергена, антигена из токсоплазм, 
антибиотиков (пенициллин, неомицин), бластоматозных 
субстратов и др. Предпринимаются попытки оценить за¬ 
держку миграции лимфоцитов при терапевтических забо¬ 
леваниях с выраженным аутоаллергическим компонентом 
(хронический гепатит, язвенный колит, тиреоидит Хаши- 
мото и др.). 

Большинство авторов отмечает, что выраженная за¬ 
держка миграции лимфоцитов наступает лишь при доста¬ 
точно высоких концентрациях аллергена. Так, по данным 
М. М. Авербаха и сотр. (1972), при обследовании больных 
туберкулезом легких в фазе инфильтративной вспышки 
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16. Торможенпе миграции лимфоцитов из капилляров. 

Л — миграция лимфоцитов, выделенных из крови больного туберкулезом 
без туберкулина; Б — то же в присутствии туберкулина (200 мкг сухого 
очищенного аллергена на 1 мл среды). 

индекс задержки миграции, вызванной сухим очищенным 
туберкулином в дозе 200 мкг/мл среды, был равен 0,352, 
а при 20 мкг — 0,643, при рассасывании инфильтративных 
изменений — соответственно 0,775 и 0,958. Критерий до¬ 
стоверности Р по сравнению с контрольной группой (0,963 
и 1,040) был меньше 0,02. В некоторых случаях доза 
20 мкг/мл вызывала не задержку миграции лимфоцитов, 
а нерезко выраженный стимулирующий эффект (В. Я. Гер- 
герт, 1970). 

Существуют две основные модификации теста задерж¬ 
ки миграции лимфоцитов: с использованием капиллярных 
трубок (рис. 16) и в агаровой среде. Для исследований 
требуются асептические условия, стерильные среды и ла¬ 
бораторная посуда. В тех случаях, когда при отсутствии 
аллергена (контрольная камера) движения клеток в откры¬ 
тый конец капилляра не происходит, следует думать о по¬ 
тере жизнеспособности клеток. При неудовлетворительном 
контроле задержка миграции лимфоцитов в опытных об¬ 
разцах не учитывается. 

Количество крови, необходимое для однократного ал¬ 
лергологического исследования, обычно не должно быть 
меньше 10 мл. Для консервации крови предпочтительнее 
использовать раствор гепарина концентрации 1000 ед/мл 





на 10 мл крови. Повышенные концентрации гепарина ока¬ 
зывают на клетки крови токсическое действие. Предотвра¬ 
щение свертывания крови достигается путем тщательного 
пипетирования или многократного переворачивания проби¬ 
рок при наличии стерильных жестких пробок. Rosenberg 
(1971) рекомендует в качестве консерванта гепарина при¬ 
менять бензиловый спирт (но не фенол). Единого подхода 
к выделению взвеси лейкоцитов не существует. В одних 
случаях для отделения элементов белой крови применяли 
3—10% желатин или 5% раствор декстрана с молекуляр¬ 
ным весом 250 000 (конечная концентрация 0,6 %); с каж¬ 
дым из этих компонентов кровь инкубировали при 37° в те¬ 
чение часа, после чего отсасывали плазму с лейкоцитами. 
В других случаях хорошие результаты были получены при 
выделении лейкоцитов путем простого отстаивания крови 
в течение часа при 37°. Отказ от высокомолекулярных сое¬ 
динений S0borg (1971) обосновывает тем, что они задержи¬ 
вают некоторое количество эритроцитов, которые, по мне¬ 
нию автора, могут вести к получению нестабильных резуль¬ 
татов. В ряде исследований, где применялась желатина, 
для устранения этого влияния эритроцитов плазму центри¬ 
фугировали (5—8 мин при 1000 об/мин), надосадочный 
слой отбрасывали, а клеточный осадок ресуспендировали 
в 5 мл 0,35 % раствора хлорида натрия и в течение 30 мин 
осторожно пипетировали. Этим достигался лизис эритро¬ 
цитов. Затем быстро добавляли 0,6 мл 5 % раствора хлорида 
натрия, и среда становилась изотонической. Взвесь лейко¬ 
цитов центрифугировали в указанном выше ражиме и со¬ 
левой раствор отбрасывали. Впрочем, некоторые авторы 
(Rosenberg, 1971) отмечают, что незначительное присут¬ 
ствие эритроцитов не влияло на результаты диагностики. 
При использовании метода простого отстаивания крови 
плазму отсасывают таким образом, чтобы небольшой ее 
объем оставался над слоем эритроцитов. Обычно из 10 мл 
крови удается получить до 4 мл плазмы, в которой боль¬ 
шинство клеток (до 70%) являются полиморфноядерными 
лейкоцитами. 

В тех случаях, когда применяется гипотонический рас¬ 
твор, осадок лейкоцитов дважды отмывают в культураль¬ 
ной среде (5 мин при 1000 об/мин). При простом отстаива¬ 
нии крови эту процедуру повторяют трижды. Для отмыва¬ 
ния используют среду № 199 или среду Хенкса (разовый 
объем 5—6 мл). Учитывая токсическое влияние гепарина 
на лейкоциты, отмывание клеточного осадка следует начи- 



нать возможно быстрее. После завершающего центрифуги¬ 
рования лейкоциты ресуспендируют в культуральной сре¬ 
де, обогащенной лошадиной сывороткой (концентрация 
10%). Конечная концентрация клеток в 1 мл должна на¬ 
ходиться в пределах 6—7 • 10®. 

Используемые для исследований капилляры могут 
иметь длину 18—20 см, внутренний диаметр 1,1—1,2 мм. 
Клеточную взвесь отсасывают в капилляр таким образом, 
чтобы она создавала столбик высотой 6,5—7 см. Со стороны 
пустой части капилляр запаивают и после остывания в не¬ 
го перемещают (при помощи встряхивания) суспензию 
лейкоцитов. Заполненные капилляры помещают в пробир¬ 
ки закрытыми концами книзу и центрифугируют 5 мин при 
1000 об/мин или 10 мин при 500 об/мин. В этой стадии 
более интенсивное центрифугирование может излишне 
сильно уплотнить взвесь клеток, привести к ее агглютина¬ 
ции и обусловить непостоянство результатов диагностики. 
Отступя до 1 мм от границы образовавшихся слоев (в сто¬ 
рону плотного клеточного слоя), капилляр обрезают, следя 
за ровностью краев распила. При этом вместе с надосадоч¬ 
ной жидкостью удаляется и прослойка тромбоцитов крови, 
которая может явиться своеобразной пробкой, мешающей 
миграции лейкоцитов. Перед распиливанием капилляра 
его стенки обрабатывают спиртом и просушивают стериль¬ 
ной марлей. Конец капилляра с клетками быстро помещают 
в камеру типа Makaness. Последние могут изготавливаться 
из натурального или органического стекла. После закреп¬ 
ления запаянного конца капилляра в ячейке (это дости¬ 
гается применением силиконового клея или расплавленно¬ 
го парафина) в камеру немедленно вносят среду № 199 
с 20 % содержанием сыворотки крупного рогатого скота без 
примеси консерванта [Bendixen и S0borg (1970), добавля¬ 
ли в среду 10% сыворотки]. В опытных камерах среда 
содержит также соответствующий аллерген. Камеры за¬ 
полняют средой до краев, закрывают покровными стекла¬ 
ми, их края фиксируют при помощи расплавленного пара¬ 
фина. В каждой камере в соответствии с числом ячеек 
могут фиксироваться 4—6 капилляров. Герметически за¬ 
крытые камеры с капиллярами помещают в термостат или 
на водяную баню при 37° на 24 ч. 

Как показывают наблюдения, миграция лейкоцитов 
в камеру начинается уже спустя несколько минут. 
Bendixen и S0borg (1970) обращают внимание на не¬ 
обходимость поддержания в культурной среде точно- 
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го значения pH (7,3). По мнению этих авторов, при pH 
ниже 7,2 феномен задержки миграции лимфоцитов анти¬ 
геном хотя и обнаруживается, но теряет черты специ¬ 
фичности. 

Значения же pH выше 7,3 (это может зависеть от 
присутствия пузырьков воздуха в камере или от ее непол¬ 
ной герметизации) оказывают на мигрирующие клетки 
повреждающее действие. 

По окончании срока инкубации камеры вскрывают 
и регистрируют площадь миграции мононуклеаров. Исчис¬ 
ление миграционной зоны производят с помощью фотоуве¬ 
личителя (концы выступающих из ячеек капилляров про¬ 
ецируют на фотопленку) или с помощью лупы и рисоваль¬ 
ного устройства. Зону миграции обмеряют планиметром 
или вырезают и взвешивают. В работе М. М. Авербаха 
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с сотр. (1972) миграцию оценивали по индексу: /=~^, где 
Р° — средний вес вырезанных площадей миграции 
при воздействии туберкулина; Р к — этот же вес в 
контроле. 

Для постановки пробы с одним аллергеном использу¬ 
ют не менее 4—5 капилляров. Специальные наблюдения 
(Rosenberg, 1971) показывают, что вокруг хорошо замет¬ 
ной зоны миграции всегда обнаруживается ореол, состоя¬ 
щий в основном (до 90%) из нейтрофилов. При этом по¬ 
давления миграции полиморфноядерных лейкоцитов под 
влиянием аллергенов не происходит. 

Как уже отмечалось, для успеха исследования несом¬ 
ненное значение имеет жизнеспособность лейкоцитов. Одни 
авторы используют в этой связи выделение и отмывание 
клеток при низкой температуре (1—4°). С этой целью они 
применяют центрифуги с охлаждающим устройством 
и смесь воды со льдом. 

Другие авторы рекомендуют выполнять все этапы 
работы возможно быстрее с тем, чтобы время от момента 
взятия крови до внесения капилляров в камеру не 
превышало 2 Ѵг и. Следует указать, что перечень ал¬ 
лергенов, использованных для выяснения диагностиче¬ 
ских возможностей теста задержки миграции мононуклеа¬ 
ров, остается все еще незначительным и продолжает слу¬ 
жить предметом интенсивного изучения. В этой стадии 
обнаруживаются факты, которые требуют дополнительной 
проверки и объяснения. Так, Zabriskie (1971) сообщил, 
что у ряда специфически сенсибилизированных людей эф- 
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фект задержки миграции при использовании очищенного 
туберкулина (0,02—0,05 мг/мл) отсутствовал, в то время 
как при использовании культуры БЦЖ, обработанной не¬ 
большой дозой ультразвука, он был отчетливым: на дозу 

1- 10® микобактерий в 1 мл среды средняя величина за¬ 
держки составила 26,7% (±2,0), на дозу 2-10 6 — 32,4% 
(±3,8). 

Второй модификацией обсуждаемого теста является 
постановка реакции в агарозном геле (Clausen, 1971, и др.). 
В этом случае получение крови, выделение и отмывание 
лейкоцитов может осуществляться по изложенной ранее 
схеме. С помощью стерильного шаблона из нержавеющей 
стали в агарозном геле пробивают отверстия диаметром 

2— 3 мм (4—5 на каждую чашку Петри). В работе Clausen 
в состав агарозного геля входила сыворотка животного 
(10%), стерильная дистиллированная вода (30%), кон¬ 
центрированная среда № 199 (10%) и антибиотики (пени¬ 
циллин и стрептомицин по 66 ЕД/мл). Кроме того, в рас¬ 
плавленную и охлажденную до 47° агарозу добавляли такое 
количество 10 % бикарбоната натрия, чтобы после суточной 
инкубации лейкоцитов при 37° в условиях влажной камеры 
с газовой смесью (2% углекислого газа и 98% атмосфер¬ 
ного воздуха) pH среды оставался в пределах 7,2—7,4. 
Приготовленная агарозная среда использовалась в течение 
суток. 

Для постановки исследования порцию отмытых лей¬ 
коцитов (исходная концентрация 2 • 10® в 1 мл) инкубиро¬ 
вали 30 мин в смеси с туберкулином (12,5; 25; 50 или 
100 мкг/мл) и только после этого вносили на дно пустой 
лунки в агарозе в количестве 1,5-10®. В контрольные лунки 
в том же количестве разливали взвесь клеток в фосфатном 
буфере без аллергена. Мигрирующие клетки обнаружива¬ 
лись между слоем агарозного геля и стеклом. Эритроциты 
в эту зону не проникали, что доказывало активную мигра¬ 
цию элементов, а не их пассивное скольжение. По всей 
зоне миграции лейкоциты состояли как из гранулоцитов, 
так и из мононуклеаров. 

В специальной проверочной работе Clausen (1973) 
пришел к выводу, что применение для теста задержки 
миграции лейкоцитов агарозного геля повысило его чув¬ 
ствительность по сравнению с капиллярной техникой. 
В том случае, если данная модификация позволит полу¬ 
чать стабильные результаты, она несомненно найдет ши¬ 
рокое применение. 
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Глава 9 

РЕАКЦИЯ АГГЛЮТИНАЦИИ ЛЕЙКОЦИТОВ 


Вопросы применения феномена агглютинации лейкоцитов 
в целях специфической диагностики аллергии in vitro неод¬ 
нократно привлекали внимание иммунологов и клиници¬ 
стов. Наибольшую известность получила работа Augustin 
(1964). Использованная ею методика состояла в инкубации 
лейкоцитов обследуемого больного со специфическим ал¬ 
лергеном (прямой тест) или инкубации с аллергеном лей¬ 
коцитов здорового донора после их предварительного кон¬ 
такта с сывороткой больного (непрямой тест). Для реги¬ 
страции агглютинации могут применяться различные 
способы и, в частности, окраска смеси флюорохромом с по¬ 
следующей люминесцентной микроскопией. Поскольку 
инкубация лейкоцитов с аллергеном сравнительно редко 
приводила к агглютинации, Augustin для усиления реакции 
начала добавлять к проинкубированным и отмытым от ал¬ 
лергена клеткам гипериммунную (по отношению к препа¬ 
рату) кроличью сыворотку. Попытки использовать эту 
пробу для диагностики поллинозов показали (И. Е. Вер¬ 
монт, 1971), что как в прямом, так и в непрямом тесте не 
представлялось возможным исключить неспецифическую 
адсорбцию аллергена лейкоцитами и, следовательно, их 
неспецифическую агглютинацию, вызванную в конечном 
итоге инкубацией с преципитирующей кроличьей сыворот¬ 
кой. По мнению И. Е. Вермонт, этим и объясняется тот 
факт, что в специальных дополнительных исследованиях 
с непрямым тестом «сенсибилизация» регистрировалась 
и в условиях применения лейкоцитов и сыворотки здоро¬ 
вых доноров. 

К этой же категории реакций относится и агломераци¬ 
онная проба по А. Н. Мацу (1965), представляющая собой 
модификацию теста по Fleck (1946). Неспецифический 
лейкергический тест по Fleck состоит в определении в «тол¬ 
стой капле» процента склеившихся лейкоцитов (подсчет по 
диаметру капли 1000 клеток) после 3-часовой инкубации 
цитратной крови в термостате при 37°. Ежечасно кровь 
перемешивают. За склеившиеся лейкоциты принимают лю¬ 
бую агрегацию элементов (от 3 и более). Агломерационная 
проба предусматривает получение от больного 0,2 мл крови 
(на каждый опытный или контрольный тест) и ее 2-часо- 
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йбё инкубирование с бдййМ антикоагулянтом — 3,8 % рас¬ 
твором цитрата натрия (контроль) или с антикоагулянтом 
в смеси с лекарственным или другим препаратом (10— 
50 мкг/мл). Проба считается положительной, если показа¬ 
тель лейкергии в опыте на 7з превышает показатель конт¬ 
роля. Результаты применения агломерационной пробы для 
характеристики лекарственной аллергии, по мнению неко¬ 
торых авторов, не позволяют рассматривать ее как доста¬ 
точно специфический тест. Более подробно эти работы 
обсуждаются в главе 14. 


Глава 10 

РЕАКЦИЯ ДЕГРАНУЛЯЦИИ ТУЧНЫХ КЛЕТОК 
СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ ТКАНИ 


Вопрос об участии тучных клеток рыхлой соединительной 
ткани в реализации проявлений гиперчувствительности не¬ 
медленного типа в последние годы все чаще привлекает 
внимание исследователей. Несмотря на то что с момента 
их первого описания прошло около 100 лет, вопрос проис¬ 
хождения тучных клеток все еще служит предметом ди¬ 
скуссии. Концепция, рассматривавшая тучные клетки как 
результат дифференцировки фибробластов, вынуждена 
конкурировать в настоящее время с утверждением о воз¬ 
никновении тучных клеток из элементов лимфоидного ря¬ 
да. Наблюдениями группы Csaba (1963) и др. было уста¬ 
новлено, что in vitro тучные клетки могут возникать в тка¬ 
нях вилочковой железы. 

Весьма сложные вопросы встали перед исследователями 
в процессе изучения функций тучных клеток, в частности 
при определении их роли в балансе гепарина, гистамина 
и серотонина. Lagunoff с сотр. (1964) показали, что содер¬ 
жащийся в гранулах тучных клеток гепарин благодаря на¬ 
личию в нем сульфатных групп обладает способностью свя¬ 
зывать гистамин. Основываясь на этих фактах, 
В. В. Виноградов (1968) приходит к следующим заклю¬ 
чениям: 1) в тучных клетках белковый компонент гранул 
включает в себя инактивированный протеолитический 
фермент, с которым ковалентными и ионными связями 
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соединен гепарин; 2) гепарин нестойкими ионными связя¬ 
ми связывает гистамин. Последний может быть легко вытес¬ 
нен из этой связи так называемыми гистамин-либераторами, 
образующимися, в частности, при аллергических реакциях и 
воспалении. Это обстоятельство позволило Г. В. Ковалев¬ 
скому (1968) заметить, что по своей структуре гранулы 
могут рассматриваться в качестве микроионообменников, 
допускающих свободную конкуренцию катионов (гиста¬ 
мин, серотонин) за кислые группы гепарина. В зернисто¬ 
сти тучных клеток были обнаружены также разнообразные 
ферменты, включая щелочную и кислую фосфатазы. 

Исходя из интересующих патофизиологов и аллерголо¬ 
гов аспектов проблемы, уместно обратить внимание на 
способность тучных клеток не только выбрасывать, но 
и фиксировать из внешней среды гистамин и концентри¬ 
ровать его в гранулах. По наблюдениям Green, Day (1963) 
и др., насыщение тучных клеток гистамином может в 100 
и более раз превышать его концентрацию в среде. Погло¬ 
щение гистамина, как и секреция гепарина, происходит 
без нарушения клеточных оболочек. 

Г. В. Ковалевский (1968) приводит обширную литера¬ 
туру» указывающую, по-видимому, на сродство поверхно¬ 
стных мембран тучных клеток с гамма-глобулиновыми 
компонентами сыворотки крови. Добавление к тучным 
клеткам нормальной крысы антисыворотки к ее гамма-гло¬ 
булинам вызывало дегрануляцию клеток с освобождением 
до 80% содержащегося в них гистамина. Было отмечено, 
что лизис тучных клеток и выделение гистамина возникают 
лишь в условиях, когда реакция антиген — антитело воспро¬ 
изводится в непосредственной близости от цитоплазмати¬ 
ческих мембран при концентрации комплемента более 
высокой, чем это необходимо для реакции гемолиза. 

Приведенные факты вполне согласуются с наблюде¬ 
ниями патофизиологов о заметной роли тучных клеток 
в механизме возникновения анафилактического шока 
(А. Д. Адо, 1970). Оценивая в этой связи те шоковые со¬ 
стояния, которые изредка возникают при диагностическом 
введении аллергенов в организм больного, уместно указать, 
что, по данным Л. М. Ишимовой (1971), природа антител, 
сенсибилизирующих тучные клетки, в определенной мере 
сходна с реагинами. 

Трудности воспроизведения прямого и непрямого базо- 
фильных тестов, равно как и их недостатки, побудили 
Schwarts с сотр. (1965) исподьзрвать вместо базофилов 
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перитонеальные тучные клетки нормальных крыс. В отли¬ 
чие от базофилов кролика эти элементы не имеют тенден¬ 
ции к спонтанной дегрануляции. Авторы подчеркнули 
меньшую сложность получения клеток перитонеальной 
взвеси по сравнению с техникой выделения лейкоцитов из 
цельной крови и простоту дифференциации тучных клеток. 
Широкое диагностическое использование непрямой дегра¬ 
нуляции тучных клеток в аллергологической практике 
было осуществлено Л. М. Ишимовой и Л. И. Зеличенко 
(1967), а позднее по отработанной ими методике — 
С. X. Хутуевой (1970) и Л. В. Лусс (1971). 

Реакция непрямой дегрануляции тучных 
клеток (в модификации Л. М. Ишимовой и Л. И. Зе¬ 
личенко). Постановка теста предусматривает использова¬ 
ние следующих ингредиентов: 1) сыворотки крови обсле¬ 
дуемого больного; 2) перитонеальных тучных клеток кры¬ 
сы; 3) специфического аллергена растительного или пище¬ 
вого происхождения, рассматриваемого как фактор сенси¬ 
билизации; 4) заведомо неспецифического (контрольного) 
аллергена. 

Кровь для исследования от больного обычно получают 
путем прокола кожи пальца или берут из вены в количе¬ 
стве, определяемом объемом предстоящего исследования: 
на каждый опытный препарат требуется 0,05 мл сыворотки 
и столько же сыворотки для контроля. Сыворотку получают 
путем центрифугирования крови в течение 20—30 мин при 
1500 об/мин. В реакции можно использовать как свежую 
сыворотку, так и сыворотку, сохраняемую при температу¬ 
ре —20°. Специальные эксперименты показали, что непря¬ 
мая дегрануляция тучных клеток не происходит в беском¬ 
плементарной среде. Так, если в инактивированной нагре¬ 
ванием сыворотке без комплемента число дегранулирован- 
ных клеток не превышало 2% (Л. И. Зеличенко, 1969), то 
при использовании той же сыворотки, но не подвергшейся 
инактивации, частота дегрануляции достигала 60%. При 
добавлении к перитонеальным клеткам крысы инактиви¬ 
рованной сыворотки, специфического аллергена и компле¬ 
мента человека реакция полностью восстанавливалась. 

При получении перитонеальных тучных клеток крысы 
(лучше использовать самцов весом 140—200 г) животных 
забивают путем кровопускания из сонной артерии, после 
чего им вводят внутрибрюшинно 6—8 мл подогретого (37°) 
раствора Тироде без глюкозы или раствора «Хемоцелл» 
(ГДР). В «Хемоцелл» входит желатина (8,5 г), NaCl 
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(8,5 г), КСІ (6,38 г), СаСЬ (0,7 г) и дистиллированная 
водд (до 1 л). В продолжение 1—1 Ѵг минут производят 
легкий массаж передней стенки живота и затем по его 
средней линии делают ножницами послойный разрез дли¬ 
ной 1,5—2 см. Осторожно переворачивают тушку разрезом 
вниз с тем, чтобы из нее свисали петли кишечника. Под¬ 
ставляют к петлям пробирку, смоченную гепарином. При 
этом с петель кишечника в пробирку начинает стекать 
перитонеальная взвесь. Для получения антикоагулирую¬ 
щего эффекта ее осторожно перемешивают и в продолже¬ 
ние всего исследования хранят при 37°. 

С целью отделения тучных клеток от остальных клеточ¬ 
ных элементов перитонеальной взвеси применяют метод 
дифференциального центрифугирования в градиенте плот¬ 
ности сахарозы. Сахароза может быть заменена полисаха¬ 
ридом — фиколлом, концентрированным раствором альбу¬ 
мина или другими высокомолекулярными соединениями. 
Особенность таких растворов состоит в том, что они не 
стимулируют спонтанную дегрануляцию тучных клеток. 
Для проверки этого клетки перед каждым новым исследо¬ 
ванием просматривают под микроскопом. При обнаруже¬ 
нии дегрануляции взвесь тучных клеток бракуют. 

При постановке теста используют предметные стекла, 
предварительно окрашенпые 0,3% раствором нейтрального 
красного, приготовленным на абсолютном спирте. На пред¬ 
метное стекло наносят 0,05 мл исследуемой сыворотки 
крови, 0,05 мл перитонеальной взвеси, полученной от кры¬ 
сы, и 0,05 мл опытного или контрольного аллергена. Смесь 
накрывают покровным стеклом, края которого промазаны 
вазелином. Препараты на 10—15 мин помещают в термо¬ 
стат при 37° и затем микроскопируют. Каждому опыту 
сопутствуют три контроля: 1) взвесь тучных клеток и ал¬ 
лерген, 2) взвесь тучных клеток и исследуемая сыворотка, 
3) взвесь тучных клеток, исследуемая сыворотка и неспе¬ 
цифический аллерген например, один из пищевых аллерге¬ 
нов). Допустимая дегрануляция в контролях — не более 
10% от числа сосчитанных клеток. 

Оценка теста производится путем микроскопии препа¬ 
рата (Х280), в котором просматривается 100 тучных кле¬ 
ток, не соприкасающихся друг с другом. Клетки делятся на 
две категории: нормальные и дегранулированные. Нор¬ 
мальные клетки обычно имеют округлую форму, реже — 
удлиненную или веретенообразную. Их протоплазма ком¬ 
пактно заполнена гранулами малинового цвета. Ядро клет- 
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Кй Светлое. Многда на него накладывался окрашенные 
гранулы (рис. 17, см. на цветн. вкл. между стр. 96—97). 

Дегрануляция тучных клеток выражается в ослаблении 
окраски гранул, в цитоплазме обнаруживаются вакуоли. 
Края клетки могут становиться разбухшими, неровными, 
с бесцветной «короной», разрывом и «выходом» гранул. 
Клетки, потерявшие окраску полностью, имеют вид «медо¬ 
вых сот». Тест считается отрицательным, если число дегра- 
нулированных клеток не превышает 10%. Процент дегра- 
нулированных тучных клеток определяется путем вычи¬ 
тания наибольшего числа дегранулированных клеток в од¬ 
ном из контролей из результатов подсчета клеток в опыт¬ 
ном препарате. Так, если число дегранулированных клеток 
в опытном препарате составляет 16%, а в одном из контро¬ 
лей доходит до 8%, то конечный результат будет состав¬ 
лять 8%. В этом случае тест учитывается как отрицатель¬ 
ный. При резко положительной реакции окончательный 
результат может превышать 30%. Условно выделяют три 
степени положительной реакции: 1) слабоположитель- 
ную (+) — от 10 до 20% дегранулированных клеток; 
2) положительную (Н—|-) — от 20 до 30%; 3) резко поло¬ 
жительную (+++) — от 30% и более. 

В работе Л. И. Зеличенко (1969) обследовали больных 
поллинозами и лиц с явлениями пищевой аллергии. Боль¬ 
шинство поллинозов оказалось связанным с сенсибилиза¬ 
цией к пыльце злаковых трав (тимофеевка луговая, овся¬ 
ница луговая, ежа сборная). Реже встречалась аллергия 
к полыни, орешнику и ольхе. При первичном обследовании 
больных, сенсибилизированных пыльцой злаковых трав, 
непрямой тест дегрануляции тучных клеток оказался поло¬ 
жительным в 78—90% наблюдений. Подавляющее число 
реакций имело выраженность Н—|- или -|—|—К Несколько 
меньшая степень выраженности реакции наблюдалась при 
использовании аллергенов из пыльцы деревьев, что может 
быть объяснено невысокой сенсибилизирующей актив¬ 
ностью самой пыльцы. При сопоставлении результатов 
диагностики поллинозов, осуществленной путем одновре¬ 
менного применения тестов непрямой дегрануляции туч¬ 
ных клеток и базофилов у одних и тех же больных детей 
(С. X. Хутуева, 1970), показатели обеих реакций совпали 
(87 и 84,7%). 

Апробация метода для диагностики пищевой аллергии 
производилась на контингенте детей дошкольного возраста 
с непереносимостью коровьего молока (Л. В. Лусс, 1971). 
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Ё качестве контрольного (неспецифического) Арепйр&тй 
использовали яичные, рыбные или мучные аллергены. 
В группе больных с клинически выраженными реакциями 
на провокационную пробу (в пищевой рацион детей вклю¬ 
чалось молоко) дегрануляция тучных клеток наблюдалась 
в 68,6% случаев. Среди детей, у которых реакции на моло¬ 
ко возникали в прошлом, а во время обследования отсут¬ 
ствовали, положительные пробы наблюдались значительно 
реже в 41,6% случаев. Определенный интерес представля¬ 
ют также и результаты обследования двух контрольных 
групп: среди 53 детей с аллергическими заболеваниями, не 
связанными с сенсибилизацией к молоку, дегрануляция 
клеток возникла у 24,5%, а среди 30 практически здоровых 
детей — у 3,3%. По совокупности полученных данных кле¬ 
точный тест оказался более значимым по сравнению с реак¬ 
циями кожи. При постановке скарификационных проб с ко¬ 
ровьим молоком, разведенным физиологическим раствором 
(1 : 10), в первой группе (больные дети) число положи¬ 
тельных реакций составило 52%, во второй (анамнестиче¬ 
ская непереносимость молока) — 28,9%, в группе здоровых 
детей — 17,4%. Можно допустить, что тест непрямой дегра¬ 
нуляции тучных клеток представит интерес и для оценки 
сенсибилизирующих свойств некоторых вакцин, и прежде 
всего препаратов типа анатоксинов (Ф. Л. Лейтес, М. И. 
Семашко, 1968). Изучение этой проблемы — задача бли¬ 
жайшего будущего. 

Тест торможения дегрануляции тучных клеток 
(Schwarz, Vardinon, 1966) является модификацией реак¬ 
ции, при которой происходит прямая дегрануляция тучных 
клеток, полученных от предварительно сенсибилизирован¬ 
ного животного. В основу теста положена сравнительная 
оценка дегрануляции тучных клеток в двух системах. Одна 
из них включает в себя тучные клетки крысы, сенсибили¬ 
зированной определенным аллергеном, и этот же аллерген. 
В этой системе дегрануляция клеток зависит только от до¬ 
зы аллергена. Вторая система отличается от первой внесе¬ 
нием в нее сыворотки больного. В том случае, если сыво¬ 
ротка содержит специфические антитела (по отношению 
к изучаемому препарату), часть аллергена связывается 
в реакции антиген—антитело. Чем выше титр антител, тем 
большая часть аллергена окажется связанной и тем менее 
выраженной будет дегрануляция тучных клеток. Разница 
в показателях двух систем (максимальная выраженность 
в первой и феномен «торможения» во второй) отразит 



наличие специфических антител в сыворотке крови. Ис¬ 
пользуя постановку реакции с разведенной сывороткой, 
можно получить представление о титре специфических 
антител (выявление наибольшего разведения, при котором 
обнаруживается достоверное «торможение» дегрануляции 
тучных клеток). В аллергологической практике данпая 
модификация реакции используется редко. 


Глава 11 

РЕАКЦИЯ ВЫДЕЛЕНИЯ ЛЕЙКОЦИТАМИ КРОВИ 
ГИСТАМИНА КАК МЕТОД ИЗУЧЕНИЯ АЛЛЕРГИИ 


В предыдущих разделах мы уже отмечали, что лейкоциты 
гранулоцитарною ряда активно участвуют в выработке 
гистамина и содержат его в значительных количествах. 
В наибольшей концентрации гистамин обнаруживается 
в базофилах (50—60% всего гистамина крови), и это не¬ 
смотря на то, что от общего числа лейкоцитов базофилы 
составляют менее 1 %. У разных лиц содержание гистамина 
в базофилах колеблется весьма значительно: от 0,015 до 
0,3 мкг на 1,5 • ІО 7 клеток. Связь между освобождением 
гистамина и реакцией сенсибилизированных клеток на 
аллерген впервые была отмечена Katz и Cohen (1941). До¬ 
бавляя антиген к крови больных аллергическим заболева¬ 
нием, они регистрировали повышение концентрации гиста¬ 
мина в плазме. В 1963—1966 гг. Lichtenstein с сотр. выпол¬ 
нили серию работ, существенно продвинувших наши пред¬ 
ставления о механизме этого феномена. Было отмечено, что 
на выделение гистамина из лейкоцитов крови больных 
поллинозом существенно влияет концентрация двухвалент¬ 
ных катионов, и прежде всего кальция. Освобождение ги¬ 
стамина, вызываемое кальцием, потенцируется катионом 
магния. Наиболее интенсивное выделение гистамина на¬ 
блюдалось при pH 7,3—7,4 и температуре около 37°. В этих 
условиях реакция почти полностью заканчивалась за 40— 
60 мин. В ряде работ для сохранения жизнеспособности 
лейкоцитов в среду (на время выделения клеток, их цент¬ 
рифугирования и инкубации) добавляли неспецифический 
белок (его концентрация не должна выходить за пределы 
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0,1 %; превышение этого уровня тормозит процесс выделе¬ 
ния гистамина). Цельная или разведенная сыворотка крови 
ингибирующими свойствами не обладает. Среда, используе¬ 
мая для отмывания клеток, не должна содержать двух 
валентных катионов. 

Lawrence и соавт. (1966) провели исследование, направ¬ 
ленное на установление условий, сопутствующих выделе¬ 
нию лейкоцитами гистамина при воспроизведении анафи¬ 
лактического шока и в процессе иммунной цитотоксиче¬ 
ской реакции. Оказалось, что освобождение гистамина 
в результате анафилактического шока может возникать 
и в отсутствие факторов сыворотки в жидкой среде. Эта 
форма реакции не сопровождалась существенной потерей 
клетками ионов калия даже тогда, когда выход в среду 
гистамина достигал 90% от его абсолютного количества. 
В противоположность этому иммунные цитотоксические 
реакции зависели от присутствия свежей сыворотки, вызы¬ 
вали ускоренный выход внутриклеточного калия, но гиста¬ 
мин при этом терялся в минимальной степени. Заметному 
освобождению гистамина в результате иммунных цитоток¬ 
сических реакций всегда предшествовала потеря лейкоци¬ 
тами калия, вслед за чем развивались необратимые повреж¬ 
дения клеток. 

С несколько иных позиций вопрос был рассмотрен 
Ishizaka с сотр. (1972). Изучая взаимодействие аллергена 
с IgE, а также IgE с анти -IgE, они пришли к заключению, 
что IgE содержится только на поверхности базофилов, 
реакция которых и определяет появление гистамина в сре¬ 
де. Учитывая, что гистамин обнаруживался и тогда, когда 
в систему вносился анти -IgG (IgG фиксируется прежде 
всего на нейтрофилах и моноцитах), авторы выполнили 
комплекс наблюдений, в ходе которых взвесь лейкоцитов 
специфически сенсибилизированных больных делили на 
полинуклеарную, мононуклеарную и базофильную фракции 
(25% базофилов). После воздействия аллергена лишь 
в одном из 30 случаев концентрация гистамина в грануло¬ 
цитарной фракции (она содержала 0,2% базофилов) ока¬ 
залась выше, чем в мононуклеарной (1,7% базофилов). 
В целом же концентрация гистамина в среде во всех трех 
фракциях коррелировала с числом базофилов. На этом ос¬ 
новании авторы сделали вывод, что иммунологическая 
реакция между IgG и анти -IgG на полиморфноядерных 
лейкоцитах не находится в непосредственной связи с про¬ 
цессом выделения гистамина элементами крови. Заметим, 
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что столь категоричное заключение находится в противоре¬ 
чии с материалами Ranadive, Cochrane (1971), указавших 
на возможность потенцирования выброса базофилами ги¬ 
стамина за счет лизосомальных фракций нейтрофилов. При 
15-минутной инкубации базофилов крови с 3—4 мкг белка 
этих фракций происходило освобождение 30—40% всего 
гистамина базофилов крови. Если учесть, что под воздейст¬ 
вием специфических антигенов нейтрофилы способны сек¬ 
ретировать лиэосомальные ферменты, сохраняя при этом 
свою жизнеспособность, то их участие в механизме выде¬ 
ления базофилами гистамина представляется вполне ре¬ 
альным. К этому следует добавить, что гранулы из взвеси 
лейкоцитов человека, содержащие гистамин, и лизосо- 
мальные гранулы могут быть разделены путем центрифу¬ 
гирования в градиенте плотности сахарозы (0,35 М). В то 
время как выделение гранул гистамина практически закан¬ 
чивается в условиях 20-минутного центрифугирования при 
3900 g, лиэосомальные гранулы оседают лишь при ускоре¬ 
нии, равном 14 000 g (Pruzansky, Patterson, 1968V. 

Представляет интерес сообщение May с сотр. (1968). 
Изучая выделение гистамина лейкоцитами крови у 250 де¬ 
тей при постановке проб с аллергенами и лекарственными 
препаратами, авторы одновременно оценивали и способ¬ 
ность сыворотки пациента нейтрализовать антиген. Оказа¬ 
лось, что сезонность, как и ряд других факторов, влияла 
на этот процесс, вследствие чего был сделан вывод о боль¬ 
шей лабильности гистаминного теста по сравнению с кож¬ 
ной пробой. Впрочем, как уже отмечалось, известная сте¬ 
реотипность в интенсивности кожных реакций в различные 
периоды жизни ребенка и в различных условиях является 
скорее их недостатком, чем достоинством. Что же касается 
надежности реакции на гистамин, то, по мнению Lichten¬ 
stein и Osier (1964), она выражается почти в полном сов¬ 
падении результатов троекратного его определения у одних 
и тех же доноров. Специфичность и высокая чувствитель¬ 
ность обсуждаемого теста были отмечены Levy (1969), 
наблюдавшим отчетливое выделение лейкоцитами ги¬ 
стамина при использовании аллергена в концентрации 
10 _6 мкг белка в 1 мл и корреляцию этой пробы с выра¬ 
женностью аллергического синдрома у больного. Однако 
было бы ошибкой полагать, что такая степень чувствитель¬ 
ности сопутствует любым проявлениям аллергии и дости¬ 
гается при применении любых диагностических препара¬ 
тов. Так, например, выявление адиментарной аллергии 



этим путем себя не оправдало, так как обычный пищевой 
экстракт не является достаточно специфичным аллергеном. 

Совокупность опубликованных к настоящему времени 
данных позволяет считать, что выделение гистамина яв¬ 
ляется энергозависимым процессом, который требует не¬ 
поврежденных и функционально активных лейкоцитов. 
Важно подчеркнуть, что для таких элементов, как тучные 
клетки, секреция медиатора не всегда сопровождается 
видимой дегрануляцией. 

На первых этапах изучения теста с гистамином скла¬ 
дывалось впечатление, что он имеет преимущественное 
отношение к проявлениям неинфекционной аллергии. 
Между тем ряд исследований, в частности Martin и White 
(1969), показали, что и бактериальные препараты вызы¬ 
вают аналогичный эффект. В своей работе Martin и White 
использовали два различных в антигенном отношении 
штамма стафилококка. Один из них содержал только кис¬ 
лый мукопептидный антигенный комплекс, а второй, в до¬ 
полнение к нему,— и белковый антиген А. Если неочищен¬ 
ный антигенный препарат первого штамма вызывал осво¬ 
бождение гистамина в пределах «спонтанной» реакции 
в контроле (10% всего гистамина лейкоцитов крови), то на 
препарат второго штамма выделялось в 5 раз больше ги¬ 
стамина (50±6,7%), причем до 40% медиатора приходи¬ 
лось на фракцию белкового антигена А. Эти результаты 
были получены при использовании крови практически здо¬ 
ровых людей, среди которых аллергия к стафилококку так¬ 
же встречается достаточно часто. Можно думать, что инку¬ 
бация антигенов с лейкоцитами высокосенсибилизирован- 
ных больных сопровождалась бы более интенсивным 
выделением гистамина. 

Феномен выделения гистамина лейкоцитами крови не 
остался незамеченным аллергологами. Его практическое 
применение развивается в двух направлениях: для количе¬ 
ственной оценки проявлений инфекционной или неинфек¬ 
ционной сенсибилизации больных и в качестве метода 
контроля и стандартизации специфической активности 
выпускаемых аллергенов. До последнего времени большин¬ 
ство аллергологических наблюдений было выполнено в ус¬ 
ловиях инкубации выделенных из крови больного лейкоци¬ 
тов в смеси с бытовыми аллергенами или аллергенами из 
пыльцы растений (60—90 мин при 37°) . Часть лейкоцит- 
ной взвеси должна инкубироваться без аллергена (конт¬ 
роль). Первые методики предусматривали использование 



венозной крови в объеме 25 мл. Затем были предложены 
способы, в которых количество получаемой крови было 
уменьшено до 10 мл. May с сотр. (1970) рекомендуют на¬ 
бирать 10 мл крови в шприц с 0,1 мл раствора гепарина 
и 2 мл 3% раствора декстрана (в 3% растворе глюкозы). 
Молекулярный вес декстрана 280 000. Шприц в течение 
30—60 мин оставляют в вертикальном положении иглой 
вверх. Образовавшийся слой плазмы со взвешенными в нем 
лейкоцитами сливают и после центрифугирования и отмы¬ 
вания клеток добавляют к ним аллерген. Авторы указы¬ 
вают, что количество получаемых лейкоцитов достаточно 
для 10 параллельных проб. 

Завершив инкубацию лейкоцитов с аллергеном, прово¬ 
дят определение освободившегося гистамина флюорометри- 
ческим способом. В его основу положена реакция конден¬ 
сации гистамина с О-фталевым альдегидом, вследствие 
чего возникает сильно флюоресцирующее соединение. 
Обоснование и детальное изложение данного метода при¬ 
ведены в монографии Udenfriend (1965). 

В связи с установлением диагностических возможностей 
теста непрямой дегрануляции тучных клеток крыс в по¬ 
следние годы появились сообщения об определении гиста¬ 
мина, выделяемого этими элементами в присутствии ком¬ 
плекса антиген—антитело. По данным Gillman и Haddad 
(1972), поступление гистамина из тучных клеток крыс 
линии Вистар в контрольную среду оказалось весьма не¬ 
значительным. Инкубация только с сыворотками, содер¬ 
жавшими реагины, не снижала эффект реакции, вызванной 
последующим контактом со специфическим антигеном или 
анти -IgE. В работе Evans и Tomson (1972) отмечается, что 
оптимальные условия освобождения тучными клетками 
гистамина близки к условиям, необходимым для аналогич¬ 
ной реакции со стороны лейкоцитов крови человека: при¬ 
сутствие ионов кальция и магния, температура 37° и время 
инкубации от 60 до 90 мин. Существенное отличие в усло¬ 
виях постановки реакции тучных клеток заключается 
в поддержании иного значения pH, а именно 7,6—8,2. 

Реакция выделения клетками гистамина находится еще 
в стадии экспериментального изучения. Необходимо глубо¬ 
кое изучение кинетики реакции. Остается неясным, в ка¬ 
кой мере на освобождение гистамина клетками влияет 
стабильность комплекса антиген—антитело, участвуют ли 
в реакции все сенсибилизированные лейкоциты, целесооб¬ 
разно ли использовать в клеточных реакциях аллергены, 
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предназначенные для постановки кожных проб, и какова 
должна быть их оптимальная концентрация. Можно не 
сомневаться, что ответы на поставленные вопросы будут 
получены в ближайшие годы. Однако уже теперь можно 
утверждать, что среди методов специфической диагностики 
in vitro тест регистрации гистамина в культуральной среде 
представляет особый интерес. 


ПРИМЕНЕНИЕ ЭРИТРОЦИТОВ В НЕПРЯМЫХ 
ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ ТЕСТАХ ДЛЯ ОЦЕНКИ 
АЛЛЕРГИИ 


Ряд авторов (Nota е. а., 1964) наблюдали феномен, состоя¬ 
щий в том, что клетки лимфоидного ряда, полученные от 
иммунизированного гетерогенными эритроцитами живот¬ 
ного, приобретали способность фиксировать на своей по¬ 
верхности соответствующие эритроциты in vitro. Такая 
реакция была названа «иммуноцитоприлипание». Позднее 
Chuchaud и Frei (1967) представили данные, согласно кото¬ 
рым эта же реакция воспроизводилась с помощью овечьих 
формалинизированных и танинизированных эритроцитов, 
на которые предварительно фиксировали туберкулин или 
препараты лекарственного ряда (пенициллин, сигмамицин 
и др.). Формалинизация эритроцитов может проводиться 
по одной из общепринятых методик. Авторы выполняли ее 
по Crizmas (1960). Для танизирования каждой рабочей 
порции формалинизированных и отстоявшихся эритроци¬ 
тов использовали 5 мл таниновой кислоты в разведении 
1 : 2000 при экспозиции 10 мин. Затем элементы трижды 
отмывали в фосфатном буфере (pH 7,2). Для заключитель¬ 
ного суспендирования использовали 5 мл буфера. В течение 
ночи клетки выдерживали при 4°. Фиксация аллергена 
происходила в течение 30 мин при 20°: к 1 мл взвешенных 
эритроцитов добавляли 4 мл фосфатного буфера с pH 6,4 
и 1 мл солевого раствора с туберкулином (конечная кон¬ 
центрация 10 туберкулиновых единиц на 1 мл) или с 2,5 мг 
лекарственного препарата. Вслед за этим, после двукратно¬ 
го отмывания в растворе Хенкса, содержавшего нормаль- 
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нуіо человеческую сыворотку (і : 10), эритроциты вновь 
ресуспендировали в 2 мл раствора Хенкса. Предварительно 
сыворотку подвергали декомплементированию (прогрева¬ 
ние 30 мин при 56°). 

Для постановки теста с лимфоцитами больного исполь¬ 
зовали соотношение 4 : 1 (например, 20 млн. эритроцитов 
и 5 млн. лимфоцитов). Раствором Хенкса объем каждой 
пробы доводили до 1 мл. Одновременно ставили два конт¬ 
роля: 1) обработанные антигеном эритроциты инкубирова¬ 
ли с лимфоцитами несенсибилизированиого донора; 2) не¬ 
обработанные антигеном эритроциты инкубировали с лим¬ 
фоцитами обследуемого лица. Пробы инкубировали 2 ч при 
37° во вращающемся миксере. Все этапы работы выполняли 
в стерильных условиях. Реакцию оценивали в счетной 
камере, применяя тонкие покровные стекла, где при про¬ 
смотре 2000 лимфоцитов сосчитывалось число «розеток». 
Для исключения возможности регистрировать в качестве 
«розетки» случайное соприкосновение клеток авторы реко¬ 
мендуют проверять наличие «розеток» повторно, в конце 
просмотра препарата. За «розетку» принимается лимфоцит 
с устойчивым прилипанием к нему не менее 3 эритроцитов. 
Поскольку «розеткообразование» выявилось лишь у поло¬ 
вины сенсибилизированных лиц, было сделано предполо¬ 
жение, что при этом обнаруживались лишь те антитела, 
которые комплементировались с лимфоцитами. 

Иная модификация феномена с использованием эритро¬ 
цитов, адсорбировавших аллерген, была разработана Л. А. 
Труновой (1970) и обозначена как РАЭЛ. Первоначально 
она проверила и отвергла предположение о том, что кон¬ 
такт лейкоцитов сенсибилизированного больного с аллерге¬ 
ном ведет к выделению токсического вещества, способного 
обусловить лизис эритроцитов. Фактически же в таких 
условиях обнаруживалось «склеивание» эритроцитов. 
В этой связи для регистрации сенсибилизации лимфоцитов 
крови к бактериальному и тканевому аллергенам был ис¬ 
пользован принцип непрямой гемагглютинации. 

Постановка каждой реакции между нагруженными ан¬ 
тигеном аутоэритроцитами и лимфоцитами требует разде¬ 
ления крови больного на взвесь лейкоцитов и взвесь эри¬ 
троцитов. С этой целью из вены получают не менее 10 мл 
крови. Кровь гепаринизируют и смешивают (9:1) с 10% 
стерильной желатиной. Спустя час плазменный слой с лей¬ 
коцитами отсасывают и для исключения последующих 
спонтанных реакций лейкоциты 2—3 раза отмывают от 
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плазмы средой № 199. Некоторую примесь эритроцитов 
устраняют путем их лизиса. Для этого клеточный осадок 
ресуспендируют в 2 мл 3,5% раствора хлорида натрия 
с нейтральным pH и к нему добавляют 6 мл холодной ди¬ 
стиллированной воды. После легкого встряхивания (30 с) 
всю жидкую фазу отбрасывают, а лейкоциты вновь смеши¬ 
вают с 1—2 мл среды № 199. Подсчитывают клетки в 1 мм 3 
и их число с помощью среды № 199 доводится до 800 000— 
1 000 000 в 1 мл. Осадок эритроцитов также трижды отмы¬ 
вают в физиологическом растворе и из него готовят 1% 
взвесь (9,9 мл физиологического раствора с 0,1 мл промы¬ 
того осадка). 

В работе использовали стрептококковый аллерген 
(0,1 мл на пробу) и соединительнотканный антиген. По¬ 
следний готовили путем десятикратного замораживания 
(—20°) и оттаивания 4—5-суточной культуры фибробла¬ 
стов эмбриона человека или биопсированного кожного 
лоскута. 

Получавшийся субстрат в течение 10 мин центри¬ 
фугировали при 3000 об/мин. Концентрация белка в препа¬ 
рате колебалась от 0,01 до 0,1 г% • Для конъюгации препа¬ 
рата 0,3 мл 1 % взвеси эритроцитов инкубировали 15 мин 
при 37° с 0,1 мл стрептококкового аллергена или 0,3 мл 
тканевого антигена. Обработанные таким образом эритро¬ 
циты соединяли в равных объемах с лейкоцитами. Общий 
объем каждой пробы доводили физиологическим раствором 
до 1 мл. Всю систему инкубировали 30 мин при 37°, выдер¬ 
живали 12—18 ч при 4°, после чего производили учет ге- 
магглютинации: резко очерченный осадок эритроцитов — 
реакции нет; хлопьевидный осадок, округленный зоной 
комочков агглютинировавшихся эритроцитов — реакция-)-; 
пленка с фестончатыми кружевными краями склеившихся 
эритроцитов 1—Ь; пленка, покрывающая все дно с про¬ 
светами или без них, 1—1—Ьи -j —1—I—К 

Каждому исследованию сопутствует оценка гемагглю- 
тинации в трех контрольных пробах: 1) взвесь эритроци¬ 
тов, 2) взвесь эритроцитов с добавлением лейкоцитов, 
3) взвесь эритроцитов, нагруженных аллергеном (антиге¬ 
ном). 

К порциям клеток в каждой пробе приливают физи¬ 
ологический раствор до 1 мл и все пробы инкубируют вме¬ 
сте с опытной системой. Тест РАЭЛ считается положитель¬ 
ным при условии его выраженности в опытной пробирке 
на -|—(- и отсутствии гемагглютинации в контролях. 
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Материалы изучения аллергии к соединительнотканно¬ 
му антигену выявили различия в частоте РАЭЛ между 
здоровыми и больными хроническим тонзиллитом. Однако 
различия между здоровыми людьми и больными с «неспе¬ 
цифическими» процессами и между последними и боль¬ 
ными с хроническим тонзиллитом оказались несуществен¬ 
ными. 

Наиболее часто положительные результаты регистри¬ 
ровались в активной фазе ревматизма. Вместе с тем Л. А. 
Трунова обнаружила факты, объяснение которых требует 
дальнейших наблюдений. Так, оказалось, что корреляцион¬ 
ная связь между РАЭЛ и цитопатическим тестом сущест¬ 
вует только у взрослых. При микроскопии препаратов сре¬ 
ди эффекторных клеток, образовывавших «розетки», обна¬ 
руживались моноциты и гранулоциты. При параллельной 
постановке РАЭЛ с тканевым и стрептококковым препара¬ 
тами среди трех групп людей (здоровые, с хроническим 
тонзиллитом или ревматизмом) количество положительных 
проб на каждый из аллергенов совпало: они возникали 
у одних и тех же больных и имели однозначную выражен¬ 
ность. Из этого следует, что специфичность теста должна 
быть подвергнута дальнейшему изучению с применением 
(в целях контроля) более широкой номенклатуры аллер¬ 
генов. 


Глава 13 

РАДИО-АЛЛЕРГО-СОРБЕНТНЫЙ ТЕСТ (РАСТ) 


Wide, Bennich, Johanssen (1967) разработали метод выяв¬ 
ления в сыворотке больных специфических антител класса 
IgE к аллергенам неинфекционного ряда. При разработке 
данного теста авторы исходили из того, что концентрация 
иммуноглобулинов класса IgE у больных с различными 
аллергическими заболеваниями (поллинозы, бронхиальная 
астма) находилась на более высоком уровне, чем у лиц 
контрольных групп. Предположив, что данный иммуногло¬ 
булин весьма близок к кожно-сенсибилизирующим антите¬ 
лам-реагинам, они применили для их идентификации 
чувствительный радио-аллерго-сорбентный тест. Его прин- 
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цип состоит в следующем. Аллерген, используемый для 
диагностики, фиксируют полимером. В качестве последне¬ 
го нашла применение одна из марок нерастворимого дек¬ 
страна, активированного цианоген-бромидом. При этом 
образуется нерастворимый полимер-аллергенный конъю¬ 
гат, который добавляется к исследуемой сыворотке. Если 
в сыворотке больного присутствуют специфические антите¬ 
ла, возникает реакция антиген—антитело. Затем, после 
удаления из системы всех несвязанных в реакции компо¬ 
нентов, к конъюгату добавляют порцию специально приго¬ 
товленной моноспецифической сыворотки, содержащей 
антитела против IgE, которые до этого метятся одним из 
радиоактивных изотопов (например, I 125 ). Добавление 
меченных антиантител создает условия для новой специфи¬ 
ческой реакции с антителами IgE, находившимися в сыво¬ 
ротке больного. Суммарное количество вступивших в реак¬ 
цию меченых антител определяется по степени радиоактив¬ 
ности отмытого конъюгата с помощью сцинтилляционного 
счетчика. 

Конъюгация осуществлялась путем совмещения 1 мл 
аллергена (концентрация 10 000 PNU) со 100 мг сефадекса 
G-25, активированного цианоген-бромидом. Затем частицы 
суспендировали в концентрации 1 мг на 1 мл 0,1 М физио¬ 
логического раствора (pH 7,4) с буфером «трис», содер¬ 
жащего 1% твин-20 и 0,2% альбумина бычьей сыво¬ 
ротки. 

Сефадекс-аллергенные конъюгаты оставались стабиль¬ 
ными при хранении при 4—20° не менее 3 мес. Изоляцию 
IgE производили при помощи иммуносорбентной техники, 
описанной Robbins и соавт. (1967). Меченые антитела 
отделяли от остальных продуктов и свободного йода с по¬ 
мощью гель-фильтрации на сефадексе G-150. Специфиче¬ 
ская активность оценивалась в 50—70 мКИ на 1 мг. 

При постановке теста существует две ступени: 1) 5— 
50 мкл сыворотки больного смешивают с 0,5 мл суспензии 
полимер-аллергенного конъюгата. Пробирки (50X10 мм) 
со смесью в течение 6—24 ч инкубируют при комнатной 
температуре в условиях медленного вертикального враще¬ 
ния. Затем суспензию центрифугируют при 3000 об/мин 
и трижды отмывают в 0,1 М физиологическом растворе (pH 
7,4), с буфером «трис» и 1% твин-20. Супернатант отбра¬ 
сывают, и в пробирке вместе с частицами остается около 
0,2 мл отмывочного раствора. 2) 100 мкл меченых антител 
(против IgE) в концентрации, соответствующей примерно 
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40 000 импульсов, вносят в пробирку, содержащую отмы¬ 
тые частицы. Смесь повторно инкубируют, центрифугиру¬ 
ют и отмывают по схеме, указанной для первого этапа, 
после чего определяют активность с помощью сцинтилля- 
ционного счетчика. Параллельно авторы применяли конт¬ 
роля, в которых вместо сыворотки больного аллергическим 
заболеванием вносили сыворотку здорового человека или 
буферный раствор. Получавшиеся сыворотки могли хра¬ 
ниться при —20°. 

Результаты оценивались как положительные (+), если 
степень радиоактивности в препарате от больного была 
в 2—5 раз выше, чем в контролях. При более ощутимых 
различиях результаты оценивались как ++• 

Было обнаружено, что РАСТ у 96% совпадал с про¬ 
вокационными пробами. В реакции испытывались различ¬ 
ные эпидермальные аллергены: шерсть собаки, кролика, 
кошки, перхоть лошади, а также аллергены из пыльцы 
трав и деревьев. 

Высокое соответствие РАСТ тем результатам диагности¬ 
ки, которые были получены при введении неинфекционных 
аллергенов в организм обследованных больных, создает 
определенные перспективы для замены небезопасных про¬ 
вокационных проб совершенно безопасным методом диагно¬ 
стики in vitro. 

Конечно, на этом пути могут встретиться и оп¬ 
ределенные трудности. Так, уже на первых этапах 
применения радио-аллерго-сорбентного теста обнаружи¬ 
лось (Johansson, Bennich, Foucard, 1973), что на получае¬ 
мые результаты оказывают влияние высокий уровень бло¬ 
кирующих антител в сыворотке крови и присутствие анти¬ 
тел к гамма-глобулину животных. Блокирующие факторы, 
подавляя РАСТ, могут быть причиной ложноотрицатель¬ 
ных реакций. 

Заслуживает внимания сообщение Ceska и соавт. (1972) 
об использовании несколько модифицированного теста 
РАСТ для сравнительной оценки специфической актив¬ 
ности нескольких одноименных неинфекционных аллер¬ 
генов. 

С этой целью авторы применили специально изготов¬ 
ленные диски из фильтровальной бумаги, активированные 
цианоген-бромидом. Таким образом, новый тест, возможно, 
найдет применение и для стандартизации аллергенов при 
их серийном выпуске и для выяснения допустимых сроков 
хранения. 
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Глава 14 

МЕТОДЫ ОЦЕНКИ ЛЕКАРСТВЕННОЙ АЛЛЕРГИИ 


В современных условиях медикаментозные препараты яв¬ 
ляются неотъемлемым компонентом лечебного воздействия 
на организм человека при различных патологических про¬ 
цессах. Однако по мере расширения номенклатуры лекар¬ 
ственных средств медицинская статистика регистрирует 
нарастание различных по своей природе осложнений, обус¬ 
ловленных их применением. В результате уже в 50-х годах 
начали широко обсуждаться вопросы «лекарственной бо¬ 
лезни». Этой проблеме посвящаются специальные симпо¬ 
зиумы. Создаются центры по изучению побочного действия 
лекарственных средств. Наиболее частой причиной ослож¬ 
нений, связанных с применением антибиотиков, являются 
аллергические реакции. Еще в 1945 г. Chow и McKee пока¬ 
зали, что пенициллин связывается с альбуминовой фрак¬ 
цией сыворотки крови. Образующийся при этом комплекс 
характеризуется свойствами полноценного антигена и обус¬ 
ловливает продукцию антител. Самым тяжелым аллергиче¬ 
ским осложнением при применении антибиотиков является 
анафилактический шок, от которого ежегодно погибает 
значительное число людей. 

По данным Heidelman (1969), смертельный анафилак¬ 
тический шок только от введения пенициллина наблю¬ 
дается у одного из 100 000 больных. Хотя остальные широ¬ 
ко применяемые антибиотики и не вызывают столь частых 
смертельных исходов, количество более умеренных аллер¬ 
гических реакций остается значительным (на стрептоми¬ 
цин и дегидрострептомицин — до 50%, на новобиоцин — 
до 10%). 

Попытки предупредить развитие аллергических ослож¬ 
нений путем предварительной постановки диагностических 
кожных проб не дали желаемых результатов. В настоящее 
время опубликован ряд сообщений о смертельных шоковых 
реакциях даже на диагностическую скарификационную 
или внутрикожную пробу с антибиотиками. С другой сто¬ 
роны, специфичность и чувствительность кожных проб при 
использовании антибиотиков оказались недостаточными. 
Выяснилось, что даже отрицательные результаты пробы 
непосредственно перед лечебным применением препарата 
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fie исключают смертельного исхода. Специальные исследо¬ 
вания на значительных группах больных показали, что 
внутрикожные пробы не дают диагностически значимых 
результатов при их использовании для выяснения сенсиби¬ 
лизации организма к лекарственным препаратам и в целях 
прогнозирования выраженных осложнений. Перечисленные 
обстоятельства и определили тот интерес, который до на¬ 
стоящего времени сопутствует попыткам исследователей 
применить для характеристики аллергии к антибиотикам 
и другим медикаментам различные реакции лейкоцитов 
крови. 

В 1962 г. одновременно с изучением аллергии к тубер¬ 
кулину методом ППН мы предприняли попытку использо¬ 
вать этот же тест и для определения сенсибилизации боль¬ 
ных туберкулезом к стрептомицину. Последний широко 
используется в лечебных целях и достаточно часто вызы¬ 
вает побочные реакции. Реакция нейтрофилов на стрепто¬ 
мицин была изучена у 91 больного. 43 исследования выпол¬ 
нялись в условиях проведения реакции на гликоген по 
Шабадашу, а 48 — с применением окраски Паппенгейма— 
Крюкова. У всех обследованных больных диагностировался 
активный туберкулезный процесс в легких. По формам 
заболевания преобладали больные с фиброзно-кавернозным 
и инфильтративно-пневмоническим процессом (соответст¬ 
венно 38 и 21 человек). 

В исследованиях, где использовалась реакция на гли¬ 
коген, первоначально была апробована доза стрептомицина 
100 мкг/мл крови. У большинства больных такая концент¬ 
рация оказывала на гранулоциты «повреждающее» дейст¬ 
вие, вне зависимости от клинических симпотомов неперено¬ 
симости антибиотика. При этом в ходе микроскопии пре¬ 
паратов сравнительно часто встречались клетки, в которых 
при отсутствии амебоидной реакции наблюдалось выра¬ 
женное перераспределение гликогена. Последний накапли¬ 
вался в краевых зонах цитоплазмы. Такие изменения сле¬ 
дует, по-видимому, отнести к реакциям токсического типа. 
В этой связи характерно, что при аналогичной дозе дегид¬ 
рострептомицина, который, как известно, обладает мень¬ 
шей токсичностью, чем стрептомицин, эта форма реакции 
нейтрофилов встречалась реже. 

Концентрация стрептомицина 25 мкг/мл крови оказа¬ 
лась для диагностики оптимальной. При анализе получен¬ 
ных при этом результатов все больные делились на три 
основные группы: с объективными признаками непереноси- 
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мости стрептомицина (сыпь, отечность лица, астмоидное 
состояние), с субъективными жалобами (головная боль, 
тошнота, шум в ушах) и удовлетворительно переносившие 
лечение. Оказалось, что из 9 больных с типичными аллер¬ 
гическими осложнениями высокая амебоидная реакция 
нейтрофилов (0,68—0,3) обнаружилась у 5 человек. Среди 
больных двух других групп аналогичная реакция была 
зарегистрирована у 27 %. 

При оценке внутриклеточных изменений в нейтрофилах 
крови (окраска препаратов по Паппенгейму—Крюкову) 
различия между группами больных были не столь отчет¬ 
ливы. 

Результаты исследований показали, что как при первой, 
так и при второй модификации теста корреляции между 
интенсивностью реакции нейтрофилов на стрептомицин 
и его суммарным количеством, использованным для лече¬ 
ния больного, не было. В то же время среди больных, кото¬ 
рые получали стрептомицин непосредственно перед опре¬ 
делением ППН, повышенная и высокая степень реакции 
нейтрофилов встречалась в 2 с лишним раза чаще, чем 
среди остальных. 

Изучение реакций нейтрофилов на стрептомицин 
производилось одномоментно с определением ППН к ту¬ 
беркулину. Это позволило сопоставить выраженность аме¬ 
боидных реакций в одном и другом случае. Какая-либо 
зависимость между результатами проб с антибиотиком 
и бактериальным аллергеном отсутствовала. Так, при от¬ 
рицательном тесте на стрептомицин у 7з больных повреж¬ 
даемость нейтрофилов туберкулином оказалась весьма 
высокой. И наоборот, среди больных, высокочувствитель¬ 
ных к стрептомицину, было немало таких, у которых реак¬ 
ции на аллерген были слабыми. Следовательно, реакции на 
каждый из двух изучавшихся препаратов отличались авто¬ 
номностью и специфичностью. 

Е. Ф. Чернушенко с сотр. (1974) осуществили анализ 
аллергических осложнений при антибактериальной тера¬ 
пии у больных туберкулезом. Они указали на весьма отно¬ 
сительное диагностическое значение кожных проб при 
выявлении медикаментозной аллергии. В 55 случаях авто¬ 
ры применили тест ППН. У большинства больных эта 
реакция была положительной и ее результаты совпадали 
с клиническими данными. 

А. Н. Мац (1965), а затем и ряд других авторов 
(В. Е. Туганова, А. Н. Мац, И. П. Юсипора, 1965 и др.) 
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для оценки лекарственной аллергии использовали агломе¬ 
рационную пробу, представляющую собой модификацию 
техники учета лейкергического теста Флека (Flee, 1946). 
До настоящего времени единое мнение о специфичности 
этой реакции отсутствует. 

П. Н. Юренев и Л. Н. Самойлова (1970) изучали агло¬ 
мерационную пробу у 75 больных с симптомами лекар¬ 
ственной непереносимости и дали ей положительную 
оценку. 

Ими было поставлено 700 проб с 41 препаратом. Наи¬ 
более многочисленными оказались пробы с пенициллином 
и стрептомицином (48 и 29 исследований). Аналогичная 
оценка теста содержится в работе Е. М. Сергеюк, К. В. Без¬ 
денежных (1971). С другой стороны, П. Ю. Бородин и С. В. 
Шарапова (1971), обобщая данные, приведенные в ряде 
литературных источников, указывают, что лейкергия яв¬ 
ляется неспецифическим ответом на различные патологи¬ 
ческие раздражения, и на основании собственных наблю¬ 
дений отрицают специфическую природу реакции. Харак¬ 
терно, что М. К. Копылова и И. Я. Аболина (1970) 
обнаружили положительную агломерационную пробу к ле¬ 
карственным препаратам и их комбинациям у всех 46 боль¬ 
ных с туберкулезными или неспецифическими процессами 
в легких, хотя клинические симптомы лекарственной непе¬ 
реносимости проявились лишь у 9 человек. Авторы не счи¬ 
тали нужным отменять препараты на основании результа¬ 
тов лабораторной диагностики. Интересные наблюдения 
приводят Л. П. Израйлет и Я. А. Хинцерберг (1969), ис¬ 
пользовавшие метод лейкергии для оценки сенсибилизации 
рабочих, занятых в производстве антибиотиков. Ими было 
зарегистрировано, что среди лиц, имевших постоянный 
контакт с распыленными в воздухе антибиотиками (пени¬ 
циллин и другие препараты) или с микробными продуцен¬ 
тами антибиотиков, выраженность лейкергии не отлича¬ 
лась от таковой, обнаруживаемой в группе работников, 
связанных с химическими растворителями, или у админи¬ 
стративно-хозяйственного персонала предприятия. В этом 
же исследовании отмечается, что среди лиц контрольной 
группы повышенные показатели лейкергии наблюдались 
у страдавших язвенной болезнью, а также после перене¬ 
сенного воспаления легких или инфаркта миокарда. Если 
оценить с этих позиций сообщения, где лейкергия рассмат¬ 
ривалась в качестве специфического теста, т. е. с позиций 
зависимости выраженности реакции от характера заболе- 
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Концентраций пенициллина 
(ЕД/ мл) 

вания, по поводу которого назначалась лекарственная те¬ 
рапия, то окажется, что данный аспект проблемы учиты¬ 
вался недостаточно. 

С 1963 г. начали появляться публикации, отражаю¬ 
щие результаты оценки лекарственной аллергии методом 
бласттрансформации лимфоцитов. В своих заключениях 
Hirschhorn (1963), Э. Н. Солошенко с сотр. (1971), 
Е. Ф. Чернутенко с сотр. (1974) указывают на сопоста¬ 
вимость результатов лимфобластической трансформации и 
клинических проявлений непереносимости лекарственных 
средств. Вместе с тем, как отмечает Ling (1968), многие 
авторы не смогли подтвердить, что БТЛ может служить 
тестом для выявления сенсибилизации к медикаментам. 
Обращает на себя внимание и тот факт, что различия в ин¬ 
тенсивности реакции в разных работах оказались значи¬ 
тельными. В одних случаях средняя частота обнаружения 
в препаратах бластных форм соответствовала 4%, а в дру¬ 
гих она достигала 50% (Ling, 1971). Разумеется, отмечен¬ 
ные расхождения могли зависеть не только от методиче¬ 
ских особенностей того или иного исследования, но и от 
ряда биологических причин, часть из которых была обсуж¬ 
дена в главе 7. 

Как и при использовании других аллергенов для диа¬ 
гностики in vitro, в повседневной работе с медикаментами 
необходимо возможно дольше применять одни и те же 
серии препаратов. Нарушение этого условия затрудняет 
ориентацию клинициста. 
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Из числа моментов, зависящих от опыта лабораторного 
работника, наиболее сложным является подбор оптималь¬ 
ной концентрации лекарственного препарата. Как и при. 
применении бактериальных аллергенов, линейная зависи¬ 
мость между концентрацией антибиотика и выраженностью, 
бластной реакции отсутствует (Наірегп, 1971) (рис. 18). 
Следует указать, что в большинстве опубликованных работ 
подбору оптимальных концентраций препаратов не уделя¬ 
лось достаточного внимания. 

То обстоятельство, что непрямая реакция дегрануляции 
базофилов по Шелли зарекомендовала себя как специфи¬ 
ческий тест при проявлениях аллергии немедленного типа,, 
обусловило попытки ее применения для диагностики меди¬ 
каментозной аллергии. Положительная оценка реакции 
была дана П. Н. Юреневым и соавт. (1969). В. П. Кищен- 
кова (1967) провела обследование 60 больных, из которых 
у 18 имелись общие и местные проявления сенсибилизации 
к пенициллину в момент обследования, а у 21 — только 
анамнестические сведения об аллергии к тому же антибио¬ 
тику. Остальные больные не получали пенициллин и не 
имели в отношении этого препарата отягощенного анамне¬ 
за. При этом дегрануляция базофилов обнаружилась в боль¬ 
шинстве случаев лишь у больных с клиническими симпто¬ 
мами непереносимости антибиотика (у 14 из 18 человек). 
Показатели у лиц, у которых аллергия была только в анам¬ 
незе, существенно не отличалась от показателей контроль¬ 
ной группы. Равнозначное заключение было сделано 
Э. Н. Солошенко и А. Я. Браиловским (1971). В работе 
Міси и соавт. (1970) непрямая дегрануляция базофилов 
в случаях медикаментозной аллергии была обнаружена 
лишь в 50% случаев. Близкие к этим результаты ранее 
были сообщены Feizi (1967). 

Интересное исследование было выполнено Н. Д. Тагу- 
новой (1971). Использовав без каких-либо контролей не¬ 
прямую пробу Шелли у 50 больных туберкулезом легких 
с клинически выраженными формами аллергии к основным 
противотуберкулезным препаратам (стрептомицин, туба- 
зид, ПАСК), она зафиксировала недостаточную чувстви¬ 
тельность теста в 24 случаях. Рассчитывая на более интен¬ 
сивное образование антигенных комплексов, Н. Д. Тагунова 
предприняла попытку повысить чувствительность метода 
путем предварительной суточной инкубации препаратов 
с сывороткой больного. При этом у части больных с ранее 
отрицательными показателями (11 из 17) пробы оказалась 
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положительными. Незначительный объем наблюдений и от¬ 
сутствие проверочных работ со стороны других исследова¬ 
телей не позволяют пока определить отношение к данной 
модификации. 

В исследовании Purelmutter и Khera (1970) мы находим 
материалы по оценке аллергии к пенициллину с помощью 
реакции непрямой дегрануляции тучных клеток. Реакция 
проводилась на предметных стеклах, однако для окраски 
тучных клеток (в отличие от постановки реакции в моди¬ 
фикации Л. М. Ишимовой и Л. И. Зеличенко) были исполь¬ 
зованы обработанные нейтральным красным покровные 
стекла. Четыре капли смеси, состоящей из 0,05 мл суспен¬ 
зии тучных клеток крыс, равного объема пенициллина 
(1000 ЕД/мл) и профильтрованной перед исследованием 
сыворотки больного, помещали на участок предметного 
стекла, ограниченный четырьмя стенками, которые были 
образованы слоем вазелинового масла. Величина участка 
соответствовала размерам окрашенного покровного стекла. 
Последнее накладывали таким образом, чтобы окрашенная 
сторона соприкасалась со взвесью клеток. Сыворотки боль¬ 
ных до момента фильтрования могли храниться до 3 мес 
при —20°. 

Всю систему, накрытую покровным стеклом, инкубиро¬ 
вали при 37° 5 мин, а затем до учета реакции содержали 
при комнатной температуре. В контрольных пробах сыво¬ 
ротку больного заменяли сывороткой нормальных крыс. 
В каждом препарате сосчитывали 200 тучных клеток, не 
соприкасавшихся друг с другом. Обследование 12 больных 
с аллергией к пенициллину и 6 контрольных лиц дало удов¬ 
летворительные результаты. У сенсибилизированных боль¬ 
ных дегрануляция тучных «леток под воздействием пени¬ 
циллина была на 18—52% выше, чем в контрольных пре¬ 
паратах. 

При использовании сыворотки здоровых людей кон¬ 
такт с антибиотиком усиливал дегрануляцию тучных 
клеток по сравнению с контролем только на 7 %. 

В условиях, когда для оценки лекарственной аллергии 
предлагаются различные методы диагностики, возникает 
необходимость параллельного сопоставления рекомендуе¬ 
мых тестов при обследовании одних и тех же групп боль¬ 
ных. Между тем до последнего времени такие наблюдения 
отсутствовали. Нам известно лишь одно исследование 
(Г. П. Цветкова, 1969), в котором для оценки изменений 
в специфической реактивности рабочих, занятых производ- 
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ством антибиотиков, одновременно использовали три реак¬ 
ции: тест ППН по Фрадкину, специфический лизис лейко¬ 
цитов по Pettit и соавт. и агломерационную пробу Fleck 
в модификации А. Н. Маца. 

Аллергия оценивалась к двум антибиотикам — пени¬ 
циллину и стрептомицину. Для повышения надежности 
заключений к положительным относили лишь те иммуно¬ 
биологические пробы, показатели которых находились вы¬ 
ше пределов колебаний у лиц контрольной группы. Оказа¬ 
лось, что профессиональная лекарственная аллергия обна¬ 
ружилась у большинства рабочих, связанных с выпуском 
препаратов. Было отмечено, что каждый из использован¬ 
ных тестов сравнительно часто был положительным. В то 
же время в своем основном выводе Г. П. Цветкова указала, 
что наиболее чувствительной из проб оказался тест ППН. 
Из тех рабочих, у которых наблюдались поражения аллер¬ 
гического характера (астмоидный бронхит, контактные 
дерматит и экзема, вазомоторные риниты, отеки Квинке 
и др.), показатель повреждения нейтрофилов и был учтен 
как положительный у 98%. Так, например, среднегруппо¬ 
вое значение ППН на пенициллин у этой категории лиц 
было в 8 раз большим, чем в контрольной группе (0,16± 
±0,01 и 0,02±0,004). 

Близкие к этому различия между среднегрупповыми 
значениями наблюдались в реакции лизиса лейкоцитов 
(15±1,59 и 3±1,2). При применении же теста агломерации 
лейкоцитов разница между показателями в аналогичных 
группах была значительно меньше (16,4±0,98 и 11,5± 
±0,54). 

Говоря о ближайшей перспективе в области внедрения 
методов диагностики лекарственной аллергии in vitro в по¬ 
вседневную медицинскую практику, уместно подчеркнуть 
несколько обстоятельств. Лекарственная терапия, как пра¬ 
вило, относится к экстренным методам лечения больных. 
При многих заболеваниях время, в течение которого врач 
обязан начать применение антибиотиков, исчисляется ча¬ 
сами. В этой связи преимущества будут на стороне экс¬ 
пресс-методов. Если с этих позиций сопоставить обсужден¬ 
ные выше методики, то окажется, что результаты поста¬ 
новки теста ППН, реакции агломерации лейкоцитов 
и непрямой дегрануляции базофилов по Шелли могут быть 
получены в день исследования, а учет выраженности бласт- 
трансформации лимфоцитов требует не менее 5—6 дней. 

Широкое назначение лекарственных средств, с одной 
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стороны, и частота аллергических осложнений у больных 
при их применении — с другой, требуют не только высоко¬ 
специфичных, но и возможно более простых методов, до¬ 
ступных любому медицинскому учреждению. 

К условиям, которые усложняют диагностику in vitro, 
следует отнести необходимость получения крови из вены 
(10—15 мл), а не путем прокола наружных кожных по¬ 
кровов, необходимость соблюдения полной стерильности 
при постановке реакций, необходимость использования, 
кроме крови больного и аллергена, специальных ингредиен¬ 
тов (питательная среда для культивирования лимфоцитов, 
лейкоциты кролика ит.д,). 

Наконец, интересы больных требуют разработки и внед¬ 
рения таких методов диагностики, которые будут способны 
выявить состояние медикаментозной аллергии до примене¬ 
ния препарата с лечебной целью. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


В настоящей монографии была предпринята попытка осве¬ 
тить комплекс вопросов, связанных с теоретическим обос¬ 
нованием реакций in vitro лейкоцитов крови и тучных 
клеток на внесение в среду аллергенов инфекционной и не¬ 
инфекционной природы. Детально были изложены методы 
постановки клеточных реакций и даны некоторые сведения 
о существе радио-аллерго-сорбентного теста. Определенное 
внимание было уделено и диагностической значимости по¬ 
лучаемых результатов. 

Следует иметь в виду, что, несмотря на несомненные 
успехи, достигнутые на этом пути за поразительно корот¬ 
кий срок, направление лабораторной диагностики аллергии 
только начинает развиваться. В специальной литературе 
систематически публикуются работы, в которых предлага¬ 
ются новые методические подходы для оценки аллергии 
in vitro. Как правило, эти подходы вытекают из успехов 
иммунологии, молекулярной биологии, биофизики и других 
теоретических дисциплин. Разумеется, иммунологический 
механизм обсуждавшихся методов диагностики аллергии 
исследован к настоящему времени еще недостаточно полно. 
В большей мере это относится к оценке проявлений гипер- 
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чувствительности замедленного типа. Не все реакции 
в одинаковой мере подверглись клинической апробации. 
Не смогут считаться решенными и вопросы подбора опти¬ 
мальных доз препаратов для каждого из обсуждавшихся 
тестов. 

Во многих случаях приходится считаться с тем, что 
жидкие формы аллергенов, выпускаемые для скарифика- 
ционных или внутрикожных проб, оказываются совершен¬ 
но недостаточными для воспроизведения клеточных реак¬ 
ций in vitro. В первую очередь это относится к дозиров¬ 
кам, необходимым для постановок реакций с клетками- 
мишенями. Заметим, что в настоящее время к такому 
типу реакций необходимо причислить и реакции нейтро¬ 
филов крови. Для создания оптимальных условий диагно¬ 
стики in vitro необходим выпуск либо лиофилизированных 
форм препаратов (из них в процессе разведения могут 
быть приготовлены любые концентрации), либо концент¬ 
рированных жидких форм. Исходя из этих соображений 
и был осуществлен выпуск ряда бактериальных аллер¬ 
генов для теста ППН. 

Повышение эффективности диагностики in vitro не¬ 
отделимо от выяснения ряда вопросов, связанных с рас¬ 
шифровкой механизма тех или иных клеточных реакций. 
Так, обсуждая причины, в силу которых базофильный 
тест Шелли у ряда больных оставался отрицательным, мы 
обращали внимание на необходимость создания оптималь¬ 
ного соотношения титра специфических антител в сыво¬ 
ротке крови и концентрации аллергена. Следует думать, 
что данный фактор имеет значение и для других клеточ¬ 
ных реакций. 

В настоящее время внимание многих исследователей 
привлекают вопросы корреляции функций различных кле¬ 
точных элементов и зависимость от них различных спе¬ 
цифических реакций, в том числе и иммунологических, 
с одной стороны при обсуждении бласттрансформации 
лимфоцитов подчеркивалось, что на воспроизводимость 
данного феномена могут оказывать влияние как полиморф¬ 
ноядерные лейкоциты, так и отдельные линии клеток стро¬ 
мы. С другой стороны, появились сообщения о том, что 
хемотоксическая активность нейтрофилов в части случаев 
может быть заторможена стрептолизином 0. Помимо этого, 
из лейкоцитов человека удалось выделить фактор, необра¬ 
тимо подавлявший хемотоксическую активность грануло- 
цитов без повреждения их жизненных функций. Вполне 
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очевидно, что такая информация способна приблизить нас 
к пониманию отдельных фактов, когда возникает несоот¬ 
ветствие между клинически выраженной сенсибилизацией 
обследуемого лица и результатами диагностики. 

Одно из основных требований, предъявляемых к диаг¬ 
ностике аллергии in vitro, состоит в обеспечении стандарт¬ 
ности всех этапов исследования, начиная от способа полу¬ 
чения клеточного субстрата и кончая методом обработки 
препаратов и схемой учета результатов. Особо следует 
подчеркнуть целесообразность длительного применения 
аллергенов одних и тех же серий и других биологических 
препаратов, учитывая допустимые колебания их активно¬ 
сти в сравнении с утвержденными стандартами. 

И тем не менее перечисленные обстоятельства не долж¬ 
ны служить ограничением для широкого применения кле¬ 
точных реакций. Совершенно очевидно, что специфическая 
диагностика in vitro отличается полной безопасностью и не 
имеет каких-либо противопоказаний. Это позволяет осу¬ 
ществлять повторные наблюдения в любые интервалы вре¬ 
мени независимо от тяжести заболевания. Для клеточных 
реакций могут применяться любые сочетания диагностиче¬ 
ских препаратов. В число последних входят и весьма слож¬ 
ные по своему составу протозойные и вирусные аллергены, 
применение которых in vivo встречает обоснованные возра¬ 
жения. Не менее существен и тот факт, что, по мнению 
большинства исследователей, ряду специфических реакций 
лейкоцитов присуща большая информативность по сравне¬ 
нию с результатами накожных или внутрикожных проб. 
Достоинства методов диагностики in vitro позволяют рас¬ 
считывать на их широкое внедрение в аллергологическую 
практику. 
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